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Enterobacteriaceae y resistencia a los antimicrobianos 
La familia  Enterobacteriaceae está constituida por microorganismos que suelen 
ser colonizantes habituales del tracto gastrointestinal del hombre y animales. 
Representan la principal causa de infección urinaria y algunos géneros en particular 
como Salmonella, Shigella y Yersinia son agentes de infecciones gastrointestinales. 
Otras infecciones relacionadas con las enterobacterias son: las neumonías, 
especialmente las de origen nosocomial, bacteriemias, infecciones intra-abdominales, 
meningitis e infecciones de sitio quirúrgico, entre otras (Mandell, 2000). 
En el caso de pacientes hospitalizados por tiempo prolongado o 
inmunosuprimidos, especialmente si reciben tratamiento antibiótico, es habitual 
observar colonización intestinal por bacilos Gram- negativos multirresistentes, entre 
ellos, miembros de esta familia. Las enterobacterias como otros bacilos Gram- 
negativos poseen una envoltura celular multilaminar compuesta por: una membrana 
externa delgada de peptidoglicano con lipoproteínas, lipopolisacáridos y otras proteínas 
intercaladas como las porinas, el espacio periplasmático, donde se encuentran las β- 
lactamasas producidas por algunas especies, y la membrana citoplasmática compuesta 
por una bicapa fosfolipídica con proteínas dispuestas al azar, entre ellas las bombas de 
eflujo y las proteínas ligadoras de penicilinas (PBPs), sitio blanco de los antibióticos β- 
lactámicos (Mandell, 2000; Livermore, 2006). (Figura 1). Pueden caracterizarse como 
un grupo de bacterias aerobias o anaerobias facultativas no esporuladas, reductoras de 
nitratos con algunas raras excepciones, fermentadoras de glucosa con o sin producción 
de gas, oxidasa negativas, móviles (con flagelos) o inmóviles (Bailey, 2004).
 
 
Presentan resistencia natural a la penicilina, oxacilina, glucopéptidos, 
macrólidos, clindamicina, estreptograminas, oxazolidinonas y azálidos (excepto 
Shigella spp). Algunos géneros como Proteus spp, Providencia spp, Serratia spp 
(excepto S. fonticola), Morganella morganii, Edwarsiella tarda y Cedecea spp 
presentan resistencia a colistina. Proteus spp y Providencia spp son además resistentes a 
las nitrofurantoinas y a las  tetraciclinas. 
La resistencia a antibióticos β- lactámicos (familia de antimicrobianos más 
utilizada en la práctica clínica) puede estar mediada por diferentes mecanismos o por la 
combinación de varios de ellos: alteraciones en la permeabilidad producida por 
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modificaciones en las porinas de membrana, alteraciones del sitio blanco (PBP’s) y 
presencia de enzimas inactivantes.  
 
Figura 1. Estructura de las membranas de los bacilos Gram- negativos 
 
La producción de β- lactamasas es el mecanismo de resistencia más importante 
en las enterobacterias. Estas enzimas son de localización periplásmica y pueden ser 
inducibles o constitutivas. Según la clasificación de Ambler (Ambler, 1991) estas 
enzimas  pueden ser de clase A, B, C y D: las β- lactamasas de clase A poseen un 
residuo de serina en su sitio activo e incluyen β- lactamasas de espectro ampliado 
(SHV-1, TEM- 1-2) y extendido (CTX- M, SHV, PER, VEB,) cefuroximasas y 
carbapenemasas (KPC, IMI/NMC, SME). Las de clase B son las llamadas metalo β- 
lactamasas ya que poseen Zn en su sitio activo (IMP, VIM, SPM, NDM). Las de clase C 
son serinoenzimas que están presentes en el cromosoma de E. coli, Shigella spp, 
Enterobacter spp, Citrobacter grupo freundii, Morganella morganiii, Providencia spp y 
Serratia spp, estas enzimas también pueden ser de codificación plasmídica. Las de clase 
D son las serinoenzimas derivadas de OXA, las cuales son infrecuentes en 
enterobacterias, excepto  OXA-48 y sus derivadas, que ha causado brotes a nivel 
mundial. 
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I. Antibióticos β- lactámicos. Descripción del espectro de hidrolisis y epidemiología 
de las β- lactamasas presentes en enterobacterias. 
 
Las β- lactamasas presentes en las enterobacterias pueden clasificarse en: 
1- β- lactamasas cromosómicas.  
1a- Cefalosporinasa cromosómica de clase C (AmpC): en estado 
inducible confiere resistencia a aminopenicilinas con y sin inhibidores de β- 
lactamasas, cefalosporinas de 1
era
 generación, sensibilidad variable a cefoxitina 
y sensibilidad a cefalosporinas de 3
era
 y 4
ta
 generación y carbapenemes. En 
estado derreprimido confiere resistencia además a cefalosporinas de 3
era
 
generación y aztreonam. Se encuentra presente en Enterobacter spp, Citrobacter 
grupo freundii, Serratia spp, Morganella morganii y Providencia spp. 
 
1b- β- lactamasa cromosómica de clase A: en estado inducible confiere 
resistencia a aminopenicilinas, cefalosporinas de 1
era
 generación y cefuroxima, 
no afecta a inhibidores de β- lactamasas ni a cefamicinas; mientras que en estado 
hiperproductor afecta a las cefalosporinas de 3
era
 generación. Se aísla en Proteus 
vulgaris, Proteus penneri y Klebsiella oxytoca. 
 
2- β- lactamasas adquiridas. 
2a- β- lactamasas de amplio espectro (BLEA): hidrolizan a 
aminopenicilinas, piperacilina, y cefalosporinas de 1
era
 generación. No afectan a 
cefoxitina, cefalosporinas de 3
era
 generación, carbapenemes y aztreonam. Son 
inhibibles por inhibidores de β- lactamasas. Están ampliamente distribuidas en 
enterobacterias, las más frecuentes son: TEM-1, TEM-2 y SHV-1. 
 
2b- β- lactamasas de espectro extendido (BLEE): hidrolizan a 
aminopenicilinas, piperacilina, cefalosporinas de 1
era
, 2
da
, 3
era 
y 4
ta
 generación y 
aztreonam. No hidrolizan cefamicinas ni carbapenemes. Son inhibibles por los 
inhibidores de β- lactamasas. Se aíslan con alta frecuencia en E. coli, P. 
mirabilis y K. pneumoniae. Se han descripto múltiples enzimas, entre ellas las 
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derivadas de TEM, SHV; PER-1 y PER- 2; las de tipo CTX-M y las derivadas 
de OXA. 
El primer reporte de enzimas de codificación plasmídica con capacidad de 
hidrolisis sobre las cefalosporinas de espectro extendido fue publicado en el año 1983, 
se trataba de una mutación de un solo nucleótido en la enzima SHV-1. Posteriormente, 
se identificaron enzimas derivadas de TEM-1 y TEM-2 con el mismo perfil hidrolítico 
(Paterson, 2005). 
Las enzimas de tipo CTX-M fueron descriptas durante la década del 80’, tres 
años después que las BLEE de tipo TEM y SHV. En 1986 en Japón se aisló una enzima 
de un aislamiento de E. coli de las heces de un animal de laboratorio que presentaba 
elevada resistencia a cefotaxima y menor nivel de hidrolisis sobre ceftazidima que fue 
denominada FEC-1. (Canton, 2007) Luego en Alemania a comienzos del año 1989 
también se reportó un aislamiento de E. coli resistente a cefotaxima que fue designado 
CTX-M-1; en esa misma época en Argentina se reportaron cepas de Salmonella con el 
mismo perfil de hidrolisis y luego en Francia, así había comenzado la diseminación de 
enzimas de tipo CTX-M. El origen filogenético de estas enzimas fue la movilización de 
genes cromosómicos de Kluyvera spp, los cuales luego se incorporaron en elementos 
genéticos móviles. Esta familia comprende un grupo de enzimas no homogéneo y 
complejo que inicialmente las organizaba en 5 clusters, a los cuales luego se 
adicionaron 2 mas (Bonnet, 2004; Rossolini, 2008) (Figura 2).  
Las enzimas CTX-M-1 y CTX-M-2 fueron las primeras reportadas pero fueron 
precedidas, como se dijo anteriormente, por FEC-1 a la que luego se la encontró 
relacionada con CTX-M-3.  
Se ha comunicado en diferentes países que una vez que una enzima de tipo 
CTX-M penetra en un área determinada, se disemina y desplaza a las enzimas que antes 
predominaban (TEM, SHV). Este fenómeno se observó con CTX-M-2 en Sud América, 
CTX-M-3 en Polonia, CTX-M-14 en España, Taiwán y China y CTX-M- 15 en el 
Reino Unido. En los Estados Unidos la prevalencia de esta familia siempre fue baja 
hasta el año 2005 donde alcanzó un 90% debido a la presencia de CTX-M-15. Esta 
enzima fue detectada tanto en pacientes hospitalizados como en pacientes de la 
comunidad. (Canton, 2012) 
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Figura 2. Dendograma de la familia CTX-M 
 
            (Bonnet, 2004) 
 La β- lactamasa más frecuentemente aislada en enterobacterias de nuestro medio 
en los últimos 20 años ha sido la BLEE CTX-M-2. El gen codificante de esta enzima se 
encuentra en integrones complejos de clase 1. La incorporación de genes en integrones 
permite agruparlos junto a otros genes que codifican resistencia a otros antibióticos no 
β- lactamicos, como los aminoglucosidos (Vignoli, 2006). Un estudio multicéntrico 
realizado en el año 2000 con aislamientos de enterobacterias recuperados de diversos 
hospitales de la ciudad de Buenos Aires reveló que CTX-M-2 era la enzima prevalente, 
alcanzando el 67% de las BLEE, seguida por PER-2 (18%) (Quinteros, 2003)  
 La familia de BLEEs de tipo SHV está frecuentemente asociada a aislamientos 
clínicos. Los aislamientos portadores de SHV-2 han sido identificados a nivel mundial 
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detectándose ampliamente distribuidos en la familia Enterobacteriaceae al igual que los 
portadores de enzimas de tipo TEM.  Estas enzimas también fueron aisladas en la 
década del 80’, TEM-3 en K. pneumoniae en Francia en 1987 y la enzima que luego fue 
renombrada como TEM-12 en K. oxytoca  en Inglaterra en 1982. A lo largo del tiempo 
se han detectado enzimas derivadas de TEM con afinidad reducida frente a los 
inhibidores de β- lactamasas (IRT) las cuales no hidrolizan las cefalosporinas de 
espectro extendido por lo que no son consideradas BLEE, así como otras mutantes que 
sí mantienen la capacidad de hidrolisis sobre las cefalosporinas de 3
era
 generación y 
fueron denominadas complejos mutantes de TEM (CMT-1-4). 
Las enzimas derivadas de OXA deben su nombre a su capacidad de ser inhibidas 
por oxacilina. A pesar de que la mayoría no hidroliza cefalosporinas de espectro 
extendido, OXA-10 presenta hidrolisis débil sobre cefotaxima, ceftriaxona y aztreonam 
y OXA-11, -14, -16, -17, -19, -15, -18, -28, -31, -32, -35 y -45 tienen actividad de 
BLEE. Fueron detectadas en P. aeruginosa. 
Las BLEE de tipo PER comprenden PER-1 y PER-2. PER-1 fue detectada en P. 
aeruginosa y luego en Salmonella enterica serovar Typhimurium y Acinetobacter spp. 
PER-2 se detectó en Salmonella enterica serovar Typhimurium, E. coli, K. pneumoniae, 
P. mirabilis y Vibrio cholerae O1 El Tor y ha sido reportada en Sud América.  
Existen otras BLEEs que no derivan de otras enzimas conocidas, como la VEB-1 
que presenta alta homología con PER- 1 y PER-2 y confiere alto nivel de resistencia a 
ceftazidima, cefotaxima y aztreonam y es inhible por ácido clavulanico. Las de tipo 
GES, BES, TLA, SFO y IBC, también son enzimas con actividad de BLEE que han sido 
reportadas en distintas localizaciones geográficas (Paterson, 2005) 
Para la detección de enzimas de tipo BLEE se utilizan métodos fenotípicos y 
genotípicos. La sociedad americana Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 
proponía puntos de corte diferenciados ante la sospecha de BLEE para enterobacterias 
no porductoras de AmpC inducible (E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, P. mirabilis, 
Shigella spp y Salmonella spp.) hasta el año 2010 (CLSI, 2009). También, se proponía 
la confirmación fenotípica del mecanismo mediante distintas metodologías: 
 
1-  Utilizando discos de cefalosporinas de tercera generación con y sin ácido 
clavulanico (AMC). Se confirma la presencia de BLEE cuando el halo de 
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inhibición de la combinación es ≥ 5 mm respecto del halo de la cefalosporina 
sola. 
2- Realizando la aproximación de discos de ceftriaxona (CRO) o cefotaxima 
(CTX) – AMC- ceftazidima (CAZ). La presencia de sinergia o “efecto 
huevo” entre las cefalosporinas y AMC confirma la presencia de BLEE. 
 
En el año 2010, varias sociedades científicas redefinieron  los puntos de corte de 
las cefalosporinas, algunas de ellas, como el Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI), lo hicieron  con un criterio exclusivamente farmacocinético y 
farmacodinámico (PK/PD) basado en el valor de la CIM, con regímenes de dosis 
establecidos e independientes del mecanismo de resistencia. Los puntos de corte 
recomendados por el CLSI están definidos para una dosificación de 1 g/24 h de 
ceftriaxona, 1 g/8 h de cefotaxima y ceftazidima, y 1 g/8 h o 2 g/12 h de cefepima 
(CLSI, 2010). El European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 
(EUCAST), por su parte, si bien ya había efectuado la revisión en años anteriores, en el 
año 2010 publicó un documento en el que coincide en la disminución de los puntos de 
corte, de manera que permite categorizar clínicamente a la mayoría de los aislamientos 
con sensibilidad disminuida como resistentes (EUCAST, 2010; Kahlmeter, 2008). 
2c- β- lactamasas resistentes a inhibidores (IRTs): son derivadas de 
TEM-1 y TEM-2. Hidrolizan a todas las penicilinas y son resistentes a la acción 
de los  inhibidores como ácido clavulánico y sulbactam. No afectan a las 
cefalosporinas. Fueron aisladas en E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis y 
Citrobacter freundii. Ej: TEM-30, 31, 32, 33, 51, 58. SHV-10 
2d- AmpC plasmídicas: hidrolizan a aminopenicilinas, piperacilina, 
cefalosporinas de 1
era
, 2
da
 y 3
era
 generación. No son inhibidas por inhibidores de 
β- lactamasas y presentan resistencia a cefoxitina. Son inhibidas por ácido fenil 
borónico. Se aislaron en K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis y Salmonella 
enterica. Ej: CMY-2, DHA-1, DHA-2, MOX-1, ACC, FOX-1. 
La resistencia a cefalosporinas de 3era generación por cefalosporinasas de tipo 
AmpC plasmídicas ha emergido en los últimos años, las más prevalentes pertenecen a 
las familias CMY, FOX y DHA. Se han detectado tanto en aislamientos hospitalarios 
como de la comunidad y estos aislamientos usualmente permanecen sensibles a 
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cefepime y carbapenemes. Estas enzimas están codificadas en plásmidos que suelen, al 
igual que en el caso de las BLEE, portar genes de resistencia para aminoglucósidos, 
quinolonas, cloranfenicol, tetraciclinas y trimetoprima- sulfametoxazol. Además, portan 
genes para otras β- lactamasas como TEM-1, PSE-1, CTX-M-3, de tipo SHV y VIM-1. 
Se ha reportado falsa sensibilidad a las cefalosporinas en aislamientos portadores de 
AmpC, los inhibidores de β- lactamasas no son activos frente a estas enzimas mientras 
que  los ácidos boronicos, cloxacilina, oxacilina y aztreonam son buenos inhibidores. 
Potencialmente pueden desarrollar resistencia a carbapenemes, sumado al riesgo de 
diseminación dentro del hospital. Aunque la terapia con carbapenemes es exitosa se ha 
reportado la emergencia de K. pneumoniae resistente o con sensibilidad disminuida a 
carbapenemes portadora de AmpC plasmídica sumado a la pérdida de porinas. El 
mismo mecanismo se reportó en otras especies como E. aerogenes, E. cloacae, C. grupo 
freundii, E. coli y Salmonella enterica. (Jacoby, 2009) 
La detección fenotípica con ácido fenil boronico (APB) no permite diferenciar la 
presencia de una enzima de tipo AmpC plasmídica (AmpCp) de una de codificación 
cromosómica, mientras que el “gold standard”, la PCR multiplex permite la detección 
de enzimas plasmídicas en organismos que expresan AmpC cromosómico siempre que 
la AmpCp no tenga el mismo origen cromosómico. (Jacoby, 2009; Perez, 2002) 
 
2e- Carbapenemasas: Estas β- lactamasas pueden ser de clase A, B o D. 
 
Clase A: algunas de ellas son inhibidas por acido clavulánico como las 
de tipo GES, IMI, NMC-A y SME y otras como las KPC por ácido 
fenilboronico. Hidrolizan a las cefalosporinas más eficientemente que a los 
carbapenemes. 
Clase B: son metaloenzimas que hidrolizan a todos los antibióticos β- 
lactámicos excepto aztreonam. En este grupo se encuentran las de tipo IMP, 
VIM, GIM, SIM y SPM. Son inhibidas por quelantes de Zn como el EDTA.  
Clase D: llamadas derivadas de OXA por su capacidad para hidrolizar 
isoxazolilpenicilinas, usualmente no son inhibidas por acido clavulánico, 
sulbactam ni tazobactam pero sí por ClNa. Son poco frecuentes en 
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enterobacterias  pero se han documentado brotes por K. pneumoniae portadora 
de OXA-48. (Navarro, 2010; Thompson, 2010). 
Los carbapenemes son las drogas de elección frente a enterobacterias 
multirresistentes (productoras de BLEE o AmpC) en infecciones severas, es así que la 
emergencia de aislamientos resistentes o con sensibilidad disminuida ha generado 
preocupación dado que las alternativas terapéuticas se ven muy limitadas. La resistencia 
a carbapenemes en enterobacterias puede deberse a la asociación de alteraciones en la 
permeabilidad (por pérdida de la porinas Ompk35 y Ompk36) (Hernandez, 2008) 
sumada a la presencia de BLEE o AmpC. En esta situación, ertapenem es el 
carbapenemen más afectado. Otros mecanismos son: adquisición de metalo β- 
lactamasas de tipo VIM, IMP o NDM o serinocarbapenemasas como KPC, IMI/NMC, 
SME, GES o a derivadas de OXA. La resistencia a los carbapenemes en enterobacterias 
era infrecuente hasta la epidemia de KPC.  
 
2.e.1. Carbapenemasas de clase A 
 
Las enzimas de tipo SME, IMI y NMC-A están codificadas en el cromosoma 
bacteriano y presentan hidrólisis sobre penicilinas, algunas cefalosporinas, aztreonam y 
carbapenemes. SME-1 fue detectada por primera vez en Inglaterra en 1982 y 
posteriormente en Estados Unidos se detectaron las variantes SME-2 y SME-3. IMI-1 
también fue detectada en Estados Unidos en 1996 en Enterobacter cloacae; hasta el 
presente se han identificado 6 variantes (IMI-1,-6) en Enterobacter spp y E. coli, entre 
ellas se detectaron algunos aislamientos que portaban el gen blaIMI-1 codificado en 
plásmidos. NMC-A fue identificada por primera vez en Francia, en E. cloacae en 1990. 
Las enzimas de tipo GES fueron reportadas en el año 2000 con la detección de GES-1. 
Han sido descriptas mundialmente en bacilos Gram negativos, GES-4, -5 y -6 
demostraron tener actividad de carbapenemasa en enterobacterias. Los genes blaGES  se 
encuentran codificados como genes cassette en integrones de clase I, los cuales son de 
localización plasmídica, aunque también han sido descriptos en el cromosoma de 
algunas enterobacterias.  
Dentro del grupo de las serino-carbapenemasas las enzimas de tipo KPC 
representan el grupo que confiere mayores niveles de resistencia a múltiples 
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antimicrobianos, se ha reportado resistencia a todos los β- lactámicos incluyendo 
cefalosporinas, monobactames y carbapenemes. Como en el caso de las metalo β- 
lactamasas, la sola presencia de la enzima no ocasiona altos niveles de resistencia a 
carbapenemes, sino que para ellos debe estar asociado un fenómeno de 
impermeabilidad. Las enzimas de tipo KPC fueron descriptas por primera vez en 1996 
en K. pneumoniae en Carolina del Norte, Estados Unidos y se han diseminado 
mundialmente en  países como Reino Unido, Israel, Grecia, China, Puerto Rico, 
Colombia, Brasil y Argentina. Hasta el presente fueron identificadas 20 variantes, las 
más frecuentes son KPC-2 y KPC-3. (Martinez-Martinez, 2014). Otros géneros donde 
fue aislada dicha enzima fueron: Enterobacter spp, Citrobacter grupo freundii, E. coli, 
S. marcescens, P. mirabilis y K. oxytoca. Hidrolizan eficientemente penicilinas, 
cefalosporinas, aztreonam, carbapenemes y no presentan inhibición por ácido 
clavulanico, sulbactam o tazobactam.  
El gen blaKPC se encontró en el transposón Tn4401, los plásmidos que lo portan 
pueden además portar genes de resistencia a aminoglucosidos y fluorquinolonas. (Patel, 
2013). Los factores de riesgo asociados a la adquisición de KPC son hospitalización 
prolongada, permanencia en UCI, procedimientos invasivos, inmunosupresión y terapia 
antibiótica previa. Su detección es difícil, especialmente por métodos automatizados, 
debido a la expresión heterogénea de resistencia a los antibióticos β- lactámicos, por lo 
cual se han desarrollado métodos fenotípicos de confirmación como la sinergia con 
ácido fenil borónico (Yagi, 2005). Sin embargo la confirmación molecular del gen 
blaKPC continúa siendo el gold standard. 
La rápida diseminación de aislamientos de K. pneumoniae  portadores de KPC 
se explica como un fenómeno de diseminación clonal, debido a la distribución mundial 
del secuenciotipo ST258, este clon es el predominante en Estados Unidos y en diversos 
países de América del Sur, entre ellos Argentina. ST258 junto con ST512, los cuales 
están altamente relacionados, han sido encontrados en Italia e Israel; mientras que ST11 
y ST437 predominan en China y Brasil, respectivamente. Estos secuenciotipos son parte 
del cluster ST258/340, el cual forma parte del complejo clonal CC292, CC que incluye 
STs multiresistentes y prevalentes mundialmente. La presencia de un origen común y de 
la portación en diversos plásmidos capaces de transferirse por conjugación a otras cepas 
jugó un papel importante en la diseminación mundial del gen blaKPC. (Doi, 2015; Lopez-
Cerero, 2014) (Figura 3). 
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Figura 3. Epidemiologia de los aislamientos de K. pneumoniae portadores de 
KPC 
 
(Muñoz- Price, 2013) 
 Colombia fue el primer país latinoamericano donde se detectó la presencia de 
KPC-2 en enterobacterias en el año 2005, luego en el 2008 se reportó un brote de K. 
pneumoniae productora de KPC-3 en el cual el caso índice había viajado desde Israel. 
En Argentina, el primer aislamiento de K. pneumoniae KPC-2 positivo se detectó en el 
2006 y posteriormente a mediados del 2009 comenzó la rápida diseminación de 
aislamientos pertenecientes al ST258. (Cejas, 2012) (Gomez, 2011). Asimismo, en 
Brasil, en el año 2006 se describió la presencia de K. pneumoniae  portadora de KPC-2 
pero perteneciente al ST437. (Munoz-Price, 2013) 
 
2.e.2. Carbapenemasas de clase B 
 
Las carbapenemasas de clase B de Ambler o metalobetalactamasas (MBL) de 
tipo VIM e IMP son las más frecuentemente aisladas en América, especialmente en 
bacilos Gram-negativos no fermentadores. Hidrolizan a casi todos los antibióticos β-
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lactamicos, excepto monobactames y muestran inhibición por quelantes de Zn, como el 
EDTA.   
 Fueron identificadas en algunos países como causantes de brotes nosocomiales, 
K. pneumoniae con VIM-1 o VIM-2 en Francia y Grecia e IMP-8 en Taiwán. Estas 
enzimas suelen aumentar la CIM de imipenem a valores no superiores a 4 µg/ml y sólo 
se detecta un aumento considerable de la CIM cuando están asociadas a la pérdida de 
porinas (Livermore, 2006).  
El gen blaVIM se ha encontrado como gen cassette en integrones de clase I, que 
usualmente incluyen otros genes en cassette de resistencia a aminoglucosidos y 
sulfonamidas. Los integrones pueden localizarse en plasmidos de tipo IncN, como 
tambien en plásmidos de mayor tamaño, como IncA/C, IncR, IncHI2, IncI1 y IncW y en 
el cromosoma bacteriano. La diseminación de E. coli y K. pneumoniae portadoras de 
enzimas de tipo VIM suele ser policlonal y se han detectado aislamientos esporádicos y 
brotes en varios países europeos, en Asia y América.  
Las enzimas de tipo IMP fueron primeramente detectadas en Pseudomonas 
aeruginosa y Acinetobacter spp, luego se identificaron en E. coli, K. pneumoniae, K. 
oxytoca, E. cloacae y Citrobacter spp. También el gen se encuentra como gen cassette 
en integrones de clase I y esporádicamente en integrones de clase 3. La mayor 
prevalencia de enterobacterias portadoras de genes de tipo IMP se observó en el sudeste 
asiático, Japón y Taiwan. (Martinez-Martinez, 2014) 
La enzima Nueva Delhi metalobetalactamasa (NDM) fue identificada en un 
paciente proveniente de India  residente en Suecia que había recibido hospitalización 
por infecciones de heridas en el año 2008, en aislamientos de E. coli y K. pneumoniae. 
Se reveló posteriormente que desde el año 2006 existían aislamientos de enterobacterias 
portadoras de NDM en hospitales de India. Se ha detectado también en el agua corriente 
y fluidos cloacales y en especies consideradas patógenos adquiridos en la comunidad 
como Vibrio cholerae y Salmonella enterica. Luego de su detección, se observó una 
diseminación aún más rápida que en el caso de KPC. En las enterobacterias el gen 
blaNDN se encontró en plásmidos conjugativos de distintos tamaños, pertenecientes a 
diferentes grupos de incompatibilidad, IncL/M, IncA/C, IncF y IncHI1. Se observó la 
asociación de la secuencia de inserción ISAba125 al gen blaNDM, así como también la 
presencia del gen blaMBL; así, ambos genes se coexpresan bajo el control del mismo 
promotor, el cual se localiza en el extremo 3’ de ISAba125 (Figura 4). Los aislamientos 
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portadores de NDM suelen coproducir otras betalactamasas como oxacilinasas, AmpC 
de tipo plasmídico, BLEEs y carbapenemasas (de tipo VIM, OXA-48), asi como 
resistencia a aminoglucosidos y fluorquinolonas. (Martinez-Martinez, 2014; Doi, 2015). 
En Argentina se detectó el primer aislamiento portador de NDM en la ciudad de Buenos 
Aires  y correspondió a la especie Providencia rettgeri. Este aislamiento presentaba solo 
sensibilidad a aminoglucosidos.  
 
2.e.3. Carbapenemasas de clase D 
 
Las enzimas derivadas de OXA (oxacilinasas) han sido identificadas en K. 
pneumoniae como causantes de brotes en Turquía, Grecia, Líbano y Bélgica. OXA-48 
fue la primera enzima de tipo oxacilinasa aislada en enterobacterias. En el año 2001 se 
identificó en K. pneumoniae en Turquia y luego se diseminó causando diferentes brotes 
en la región. Ese primer aislamiento presentaba resistencia a todos los antibióticos β- 
lactamicos, incluyendo cefalosporinas de espectro extendido, cefoxitina, monobactames 
y carbapenemes. El patrón multiresistente se debía a la co-expresión de otros genes de 
resistencia (SHV-2a, TEM-1 y OXA-47) sumado a alteraciones en las porinas. El gen 
blaOXA-48 es de localización plasmídica y está asociado a IS1999, secuencia que participa 
en la movilización y expresión de genes de resistencia a antibióticos β- lactamicos.  La 
enzima OXA-48 hidroliza fuertemente a penicilinas, pero tiene baja hidrolisis sobre 
CEE (cefotaxima >> ceftazidima y cefepime) e hidroliza débilmente a carbapenemes. 
Se identificaron aislamientos de diferentes enterobacterias portadoras de OXA-48 (E. 
coli, Citrobacter freundii, E. cloacae, S. marcescens, entre otras) en otros países del 
Medio Oriente y norte de Africa, así como en el Reino Unido, Francia, Alemania y los 
Países Bajos. (Poirel, 2012; Tzouvelekis, 2012) Se identificaron distintas variantes 
alélicas de OXA-48: OXA-162, 163, 181, 204 y 232, estas dos últimas en el año 2012, 
todas de localización plasmídica. Su detección se realiza exclusivamente por técnicas 
moleculares ya que no existen inhibidores específicos para estas carbapenemasas.  
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Figura 4. Esquema de las diferentes estructuras genéticas asociadas a los genes 
productores de carbapenemasas en enterobacterias. 
 
 
 
II. Antibióticos NO β- lactámicos. Breve descripción de antibióticos de última línea 
utilizados en infecciones por enterobacterias multiresistentes.  
 
Como se expuso anteriormente, los aislamientos portadores de carbapenemasas, 
especialmente aquellos que portan enzimas de tipo KPC suelen presentar resistencia 
simultánea a otras familias de antimicrobianos como los aminoglucósidos y las 
fluorquinolonas, por lo cual las alternativas terapéuticas son muy limitadas. Sólo pocos 
agentes presentan actividad in vitro como la tigeciclina, algunas tetraciclinas, colistina y 
en algunos casos los aminoglucósidos pero no siempre su uso se correlaciona con 
eficacia clínica. En el caso de doxiciclina, por ejemplo, los valores de CIM obtenidos en 
aislamientos sensibles están muy cercanos al punto de corte propuesto por el CLSI 
(4µg/ml) (CLSI, 2010),
 
por lo cual se debe tener en cuenta la concentración alcanzada 
en el sitio de infección (Hirsch, 2010) y que no pueden utilizarse en infecciones severas 
por su actividad bacteriostática. Es también discutible el uso de asociaciones de 
carbapenemes con inhibidores de β- lactamasas como acido clavulánico o sulbactam. 
A) Tn4401 que codifica 
blaKPC 
B) Integrón de clase I que 
contiene blaVIM 
C) blaNDM  asociado a 
ISAba125 
D) Tn1999 y E) Tn1999.2 
que codifican blaOXA-48 
 
(Martinez- Martinez, 2014) 
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Algunos autores proponen el uso de asociaciones de antimicrobianos para el tratamiento 
de estas infecciones, y sugieren evitar la monoterapia en el caso de carbapenemes y 
polimixinas debido a que las tasas de éxito rondan el 40% y el 14%, respectivamente, 
hasta que se conozcan más resultados de estudios “in vitro” e “in vivo” (Poudyal, 
2008)
 
Nuevos y viejos antimicrobianos como colistina, tigeciciclina y fosfomicina han 
surgido como posibles opciones terapéuticas frente a la aparición de enterobacterias 
multirresistentes. 
 
1. Polipeptídicos 
 
Los antibióticos polipeptídicos, entre ellos colistina (polimixina E), descubiertos 
en la década del 50’, fueron dejados de usarse rápidamente debido a su neuro y 
nefrotoxicidad, siendo reemplazados por otras drogas como los aminoglucósidos, los 
cuales luego demostraron poseer mayor toxicidad que la colistina. Poco se conocía 
respecto a la farmacocinética y farmacodinamia de la colistina debido a que no era 
considerado alternativa terapéutica, hasta el surgimiento de bacilos negativos 
multirresistentes en la última década (Poudyal, 2008).  Estructuralmente son 
decapeptidos unidos a una cadena de ácidos grasos (Figura 5). Existen dos formas 
comerciales disponibles, el sulfato de colistina, administrado mayormente en forma 
tópica y el metanosulfonato sódico de colistina, usado en forma parenteral. Ambas 
drogas tambien pueden administrarse por vía inhalatoria. (Li, 2005).  
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Figura 5. Estructura química de polimixina B 
 
 
La colistina interacciona electrostáticamente con la membrana externa de los 
bacilos negativos y desplaza a los cationes divalentes de los grupos fosfato que 
componen la membrana, provocando la desorganización y desintegración de la misma, 
mostrando una rápida actividad bactericida. Este proceso no depende de la actividad 
metabólica de la bacteria, por lo cual se suponía que la evolución de la resistencia hacia 
esta droga seria  lenta. La resistencia adquirida a polimixinas en enterobacterias ha sido 
descripta en K. pneumoniae, pero poco se conoce acerca de los mecanismos 
involucrados en ella. En los últimos años se ha estudiado especialmente en esta especie, 
(Cannatelli, 2013; Jayol, 2014). Se sabe que la resistencia se debe a modificaciones en 
el lipopolisacarido (LPS), por la adición covalente de 4-amino-4-deoxi-L-arabinosa y 
fosfoetanolamina al lípido A, lo cual disminuye la afinidad de la polimixinas por su sitio 
blanco, el LPS; esta modificación es llevada a cabo por los productos del operón 
pmrHFIJKLM, el cual está regulado positivamente por los sistemas regulatorios 
PmrA/PmrB y PhoP/PhoQ. MgrB es una proteína regulatoria transmembrana cuya 
producción es inducida por la activación del sistema PhoP/PhoQ, el cual genera 
feedback negativo sobre el mismo sistema. La inactivación del gen mgrB conduce a la 
regulación positiva del sistema PhoP/PhoQ y del operón, con lo cual se genera la 
resistencia. 
La emergencia de enterobacterias resistentes a carbapenemes ha generado la 
necesidad de reconsiderar el importante rol terapéutico que tiene la colistina en estos 
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aislamientos multiresistentes. El CLSI no ha propuesto puntos de corte por difusión o 
dilución en enterobacterias, sólo lo han hecho la Sociedad Británica (BSAC, 2009) para 
dilución (S≤ 4mg/l, R> 4mg/l)  y la Sociedad Europea (EUCAST, 2010) para dilución 
(S≤ 2, R >2 µg/ml). Existen estudios que demuestran baja correlación entre los métodos 
de sensibilidad, debido a la pobre difusión de esta droga en agar, por lo que exigen la 
confirmación por métodos de dilución en caldo. Por otro lado, muestran buena 
correlación entre las tiras de E- test y la dilución en caldo (Gales, 2001; del Arroyo, 
2005).  
La colistina es un antibiótico concentración dependiente, cuando alcanza 
concentraciones iguales o mayores al valor de la CIM del microorganismo presenta una 
rápida actividad bactericida, la cual disminuye en presencia de inóculos mayores y dosis 
continuas, observándose recrecimiento cuando se lo utiliza en monoterapia; esta 
disminución de la actividad puede estar reflejando la presencia de subpoblaciones 
heteroresistentes, las cuales se seleccionan luego de varias dosis del antibiótico. 
(Petrosillo, 2013) 
El reporte de aislamientos resistentes y heteroresistentes a colistina plantea la 
necesidad del estudio de la terapia combinada como estrategia de tratamiento para estos 
aislamientos ya que algunos estudios reportan que la concentración de colistina 
necesaria para evitar el recrecimiento a las 24 horas es cercana a 32 mg/l, concentración 
imposible de alcanzarse in vivo, debido a que las concentraciones plasmáticas de 
colistina son de 1- 4 mg/l luego de la administración intravenosa de colistin 
metansulfonato (Poudyal, 2008; Bratu, 2005; Zavascki,2007)  
 
2. Tigeciclina. 
 
Es una glicilglicina derivada de la minociclina cuyo mecanismo de acción es la 
inhibición de la síntesis de proteínas en la subunidad 30S del ribosoma (Figura 6). No 
presenta actividad sobre los miembros de la tribu Proteae. Presenta como ventaja sobre 
la tetraciclina y minociclina el hecho de no verse afectada por los mecanismos de eflujo 
o protección ribosomal de resistencia a tetraciclinas. Es una droga bacteriostática y 
hasta el momento está aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) sólo para 
infecciones intra-abdominales y de piel y partes blandas por lo que su uso es restringido. 
Se discute su uso en bacteriemias y neumonías en infecciones por bacilos negativos 
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multirresistentes por lo que se necesita más experiencia clínica sobre el tratamiento de 
estas infecciones. No se recomienda su uso en pacientes pediátricos.  
 
Figura 6.  Estructura química de la tigeciclina 
 
 
 
La resistencia a tigeciclina en enterobacterias puede deberse a mutaciones en 
bombas de eflujo (AcrAB-TolC) o en sus genes reguladores, especialmente ramR y a 
mutaciones en las proteínas ribosomales. Recientemente se ha descripto  una secuencia 
de inserción ubicada corriente arriba del operón kpgABC implicada en la resistencia a 
este antimicrobiano. (Nielsen, 2014) 
El CLSI no definió puntos de corte para enterobacterias, mientras que la FDA 
definió S ≤ 2µg/ml, R ≥ 8 µg/ml y EUCAST definió S ≤ 1µg/ml y R >2µg/ml para 
dilución y S ≥ 18mm y R < 15mm para difusión. (Sader, 2014). Actualmente existen 
recomendaciones nacionales, se han propuesto puntos de corte para difusión (S ≥ 
21mm, R ≤ 16 mm), de acuerdo a estos autores, el halo de inhibición ≥ 21 mm 
correlaciona con valores de CIM ≤ 1µg/ml. (Pasteran, 2012) La concentración de 
cationes divalentes en el medio, especialmente el Mn
2+
 altera la difusión de la 
tigeciclina por lo que existe falta de correlación entre los métodos de difusión y dilución 
cuando no se usa el medio adecuado. 
Tigeciclina demuestra ser concentración dependiente, la baja relación ABC/CIM 
en plasma se relaciona con la rápida acumulación tisular e intracelular de la droga, 
alcanzándose valores residuales muy bajos en plasma, orina y epitelio pulmonar, lo cual 
explica las altas tasas de mortalidad observadas en el tratamiento de estas infecciones 
con tigeciclina en monoterapia (Petrosillo, 2013) 
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3.3. Fosfomicina 
 
 Es un viejo antimicrobiano que inhibe los primeros pasos de la síntesis del 
peptidoglicano, mostrando una potente actividad bactericida. Como la fosfomicina 
utiliza el sistema de transporte activo hexosamonofosfato para ingresar a la célula, se 
necesita la presencia de glucosa-6P como inductor (Figura 7). La formulación oral 
fosfomicina trometamina está aprobada en los Estados Unidos y otros países para 
infecciones urinarias. Sin embargo, en otros paises como Japón, está disponible la 
fosfomicina disódica para administración parenteral. Fosfomicina trometamina presenta 
rápida absorción, alcanzando concentraciones séricas de 22-32 mg/l luego de la dosis 
estándar de 3 gr y concentraciones urinarias muy altas (1053-4415 mg/l) luego de las 3 
hs de administrada.  La fosfomicina disodica  es usada por vía endovenosa para el 
tratamiento de infecciones sistémicas, alcanza una concentración máxima de 250 mg/l 
luego de una dosis de 4 gr. Su bajo peso molecular favorece su distribución en tejidos 
como músculo, pulmón y hueso (Bergen, 2012) 
 
Figura 7. Estructura química de  la fosfomicina 
 
 
Se han observado altas tasas de resistencia cuando se la utiliza como 
monoterapia, por lo cual se sugiere la terapia combinada en infecciones como 
neumonías y bacteriemias. Actualmente existen pocos estudios sobre la actividad de 
fosfomicina frente a aislamientos de enterobacterias con KPC (Karageorgopoulos, 
2012) 
El CLSI propone puntos de corte para E. coli sólo en infecciones urinarias, (S ≤ 
64 µg/ml) mientras que EUCAST tiene recomendaciones solo para dilución para 
enterobacterias (S ≤ 32 µg/ml). Se han propuesto puntos de corte para difusión 
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considerando los dos discos de fosfomicina disponibles en nuestro país: FOS (50 µg): S 
≥ 15mm, R ≤ 12 mm y FOS (200 µg): S ≥ 17 mm, R ≤ 12 mm. (Pasteran, 2012).  
 
III. Asociaciones de antimicrobianos 
 
La alta incidencia de aislamientos de enterobacterias productoras de 
carbapenemasas ha alterado el manejo clínico de los pacientes infectados por estos 
microorganismos. Además, debido a la baja eficacia y la potencial toxicidad de los 
agentes antimicrobianos alternativos es que se recomienda el uso de terapia combinada 
para su tratamiento. La terapia combinada incluye la posibilidad de que exista efecto 
sinérgico entre los agentes usados así como también evita la emergencia de resistencia. 
Sin embargo, usualmente es difícil establecer correlación entre los resultados de sinergia 
in vitro y su posterior actividad in vivo en infecciones causadas por bacilos Gram 
negativos multirresistentes. Por otro lado, algunos autores también cuestionan el uso de 
asociaciones de antimicrobianos debido a los efectos adversos producidos por algunas 
drogas como los aminoglucosidos en determinados contextos clínicos (Tamma, 2012) 
 El tratamiento de las infecciones por K. pneumoniae productora de 
carbapenemasas se limita a 3 opciones: 
 
- Administrar un antibiótico de primera línea (carbapenem, fluorquinolona, 
aminoglucosido) en altas dosis. Sin embargo los aislamientos portadores de 
carbapenemasas suelen presentar valores de CIM elevados que impiden el 
uso de la monoterapia dado que las dosis necesarias generarían niveles 
inaceptables de toxicidad. 
- Administrar un antibiótico de ultima línea (colistina, tigeciclina, 
fosfomicina) al cual el aislamiento sea sensible. En este caso se debe tener en 
cuenta que muchos de estos agentes también generan toxicidad o presentan 
deficiencias en cuanto a sus parámetros farmocinéticos y farmacodinámicos 
(PK/PD) que limitan su actividad en determinados sitios de infección. Más 
aun, el uso de estas drogas como monoterapia conlleva a una rápida 
selección de resistencia. 
- Combinar antibióticos de primera y segunda línea con el objetivo de obtener 
actividad sinérgica y asi evitar el uso de altas dosis, de seleccionar 
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resistencia y también mejorar los parámetros PK/PD de los fármacos en 
soledad. (Petrosillo, 2013) 
 
Resulta claro que la última opción es la elegida para el tratamiento de estas 
infecciones. Los carbapenemes son antibióticos que muestran una amplia distribución 
en los fluidos (pulmón, sangre, orina, LCR) luego de su administración intravenosa, por 
lo que continúan siendo eficaces para el tratamiento de infecciones intra-hospitalarias. 
Presentan una actividad bactericida tiempo dependiente cuando la concentración de 
droga libre se mantiene como mínimo por encima del valor de la CIM del 
microorganismo durante 40- 50% del intervalo entre dosis. Su corta vida media 
plasmática, 1-2 hs, hace que la mejor estrategia para mantener el tiempo > CIM en 
plasma y tejidos cuando el microorganismo infectante tiene valores de CIM elevados 
sea utilizar altas dosis e infusión prolongada o continua (Petrosillo, 2013). Solo 
meropenem o doripenem poseen estabilidad para permanecer en solución por más de 3 
horas a temperatura ambiente. 
Existen diversos estudios publicados sobre la utilización de terapia combinada y 
se  sugiere la inclusión de un carbapenem con al menos otro antimicrobiano activo; 
administrándose el  carbapenem en dosis máxima e infusión prolongada, teniendo en 
cuenta el valor de la CIM del carbapenem. (Daikos, 2011) (Tzouvelekis, 2012) (Viale, 
2013). Los últimos estudios correlacionan el éxito terapéutico de la terapia combinada 
con carbapenemes a aislamientos con CIM de carbapenem ≤ 8 µg/ml (Daikos, 2014). 
Existe consenso respecto a que en aislamientos con alto nivel de resistencia a 
carbapenemes (CIM ≥ 32 µg/ml), el agregado del carbapenem no mejora la actividad de 
la combinación.  
Como conclusión, podemos decir que las recomendaciones para el tratamiento 
de infecciones por enterobacterias multiresistentes, especialmente K. pneumoniae 
portadora de KPC, incluyen terapia combinada con un carbapenem (meropenem) en 
altas dosis e infusión continua y otro agente no β- lactamico frente al cual el aislamiento 
presente susceptibilidad (colistina, tigeciclina, fosfomicina, aminoglucosidos). La 
elección del segundo agente dependerá de los perfiles de resistencia del lugar, del sitio 
de infección y del análisis del riesgo de toxicidad en cada paciente.  
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IV. Vigilancia epidemiológica  
 
La emergencia de aislamientos resistentes a los carbapenemes especialmente en 
K. pneumoniae, especie para la cual, como se dijo anteriormente, existen pocas 
alternativas terapéuticas disponibles, resalta la importancia de prevenir la transmisión de 
estos patógenos. La colonización asintomática en los pacientes hospitalizados actúa 
como un importante reservorio de transmisión a la vez que estos pacientes están bajo 
riesgo de adquirir una infección activa.  
La diseminación oculta de estas cepas está relacionada con la falla en su 
detección y con la ausencia de programas de control de infecciones hospitalarias. El 
estudio de portación se hace casi obligatorio en centros de salud de áreas endémicas 
para detectar colonizaciones y tomar las medidas de control adecuadas para evitar 
posteriores infecciones. En este punto la interrelación Microbiología e Infectología se 
hace fundamental para la rápida toma de decisiones y la implementación de medidas de 
control.  
La muestra de elección para la realización de estudios de portación de bacilos 
Gram- negativos  multiresistentes es la materia fecal o el hisopado anal y los medios 
recomendados para su siembra son agar o caldo suplementados con una baja 
concentración de un carbapenem. Diferentes metodologías han sido descriptas, entre 
ellas agar MacConkey conteniendo imipenem en concentración de 1 mg/l, caldo 
tripticasa soya con imipenem en concentración final de 2 mg/l y discos de imipenem y 
ertapenem en placas de agar MacConkey. También existen medios cromogénicos 
comerciales suplementados con agentes que inhiben el desarrollo de microorganismos 
sensibles a los carbapenemes (Bou, 2014).  
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HIPOTESIS 
 
1- Si bien existen estudios que muestran una alta prevalencia de CTX-M-2 
dentro de las β- lactamasas de espectro extendido en nuestro medio, el uso de 
antimicrobianos de última generación a lo largo de los años posiblemente 
haya seleccionado β- lactamasas con mayor espectro de hidrólisis, así 
también es esperable que se hayan producido cambios en la epidemiología de 
las BLEE, los cuales traerían aparejado un mayor impacto en la población, 
como es el aislamiento de enterobacterias con BLEE en pacientes 
ambulatorios. 
2- La diversidad observada en los mecanismos de resistencia por la aparición de 
nuevas β- lactamasas de espectro de acción más amplio (carbapenemasas) 
con alto impacto en la terapéutica hace necesario el uso de viejos y nuevos 
antimicrobianos. Se espera que el mayor uso de la colistina origine un 
aumento en la resistencia y la aparición de nuevas formas de resistencia 
(heteroresistencia) a este viejo antimicrobiano, por lo cual, la optimización 
de los métodos de sensibilidad llevarían a una mejor detección de la 
resistencia a colistina. 
3- La multirresistencia observada en estos aislamientos lleva a plantear la 
necesidad de realizar asociaciones de antimicrobianos para evitar la 
selección de aislamientos resistentes y establecer herramientas terapéuticas 
viables. 
4- Es esperable que la realización de estudios de vigilancia epidemiológica 
permita pesquisar reservorios de aislamientos multiresistentes, lo cual 
evitaría la posible diseminación y ayudaría al control de las infecciones 
intrahospitalarias. 
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OBJETIVO PRINCIPAL: 
Caracterizar fenotípica y genotípicamente aislamientos de enterobacterias con 
resistencias emergentes y determinar la similitud genética de los aislamientos. 
OBJETIVOS SECUNDARIOS: 
CAPITULO I: Cefalosporinas de espectro extendido. 
1. Evaluar los fenotipos y genotipos de resistencia a las cefalosporinas 
de espectro extendido en enterobacterias sin AmpC inducible. 
2. Comparar los puntos de corte propuestos por el CLSI y EUCAST 
para la interpretación de aislamientos productores de BLEE. 
3. Determinar la similitud genética de los aislamientos portadores de 
BLEEs  emergentes. 
CAPITULO II: Resistencia a carbapenemes. 
1. Caracterizar feno y genotípicamente los aislamientos resistentes a 
carbapenemes. 
2. Evaluar la actividad “in vitro” de distintos antimicrobianos frente a 
aislamientos de enterobacterias resistentes a carbapenemes. 
3. Analizar la epidemiologia de los aislamientos de ERC portadores de 
KPC recuperados de pacientes atendidos en el Hospital de Clínicas 
José de San Martin. 
4. Determinar la similitud genética de los aislamientos de K. 
pneumoniae portadores de KPC. 
5. Evaluar y comparar las características microbiológicas y 
epidemiológicas de los aislamientos de K. pneumoniae y E. cloacae 
portadores de KPC recuperados en el hospital. 
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CAPITULO III: Resistencia a colistina en K. pneumoniae. 
1. Detectar la resistencia a colistina en aislamientos de K. pneumoniae  
2. Evaluar el método de predifusión para detectar resistencia a colistina 
en K. pneumoniae.  
3. Detectar la heterorresistencia a colistina en aislamientos de K. 
pneumoniae portadores de KPC. 
4. Evaluar la actividad de asociaciones de antimicrobianos sobre la 
frecuencia de aparición de subpoblaciones resistentes a colistina. 
5. Estudiar la relación genética entre los aislamientos resistentes a 
colistina. 
6. Analizar los factores relacionados con la adquisición de la resistencia 
a colistina. 
 
CAPITULO IV: Estudios de sinergia en aislamientos de K. pneumoniae 
portadores de KPC. 
 
1. Evaluar la actividad “in vitro” de asociaciones de antimicrobianos 
(COL/RIF, COL/MER, COL/TIG, MER/AKN, MER/ERT) frente a 
aislamientos de K. pneumoniae portadores de KPC. 
2. Evaluar clínica y microbiológicamente la asociación colistina/ 
rifampicina.   
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AISLAMIENTOS E IDENTIFICACION BACTERIANA 
 Se estudiaron aislamientos de enterobacterias de pacientes atendidos en el 
hospital de Clínicas “José de San Martin” durante el periodo comprendido entre los 
años 2009 y 2013. El Hospital de Clínicas “José de San Martín” cuenta con 250 camas 
activas para internación clínico-quirúrgica, 23 en unidades críticas y un promedio de 
ingreso mensual de 870 pacientes. 
 Los microorganismos fueron conservados a -20°C en caldo glicerol al 20%. Al 
momento de su utilización se descongelaron y sembraron en agar nutritivo y se 
incubaron a 37°C. 
 La identificación bacteriana se realizó mediante pruebas bioquímicas 
convencionales, sistema Vitek-2 (BioMe´rieux, Marcy L’E´ toile, France) o sistema 
Phoenix según el periodo de estudio. 
CAPITULO I: Resistencia a cefalosporinas de espectro extendido 
1. Aislamientos bacterianos 
 Se estudiaron prospectivamente aislamientos consecutivos de enterobacterias no 
productoras de AmpC inducible. Se incluyeron en el estudio los aislamientos resistentes 
a cefalotina (CIM ≥ 32 μg/ml) y a por lo menos una cefalosporina de tercera generación 
(CIM ≥ 1 μg/ml), seleccionados a partir del antibiograma semicuantitativo de dos 
concentraciones útiles de Marcenac et al. (Marcenac, 1978). 
2. Ensayos fenotípicos de detección de la presencia de β-lactamasas 
 En todos los aislamientos se realizó la detección fenotípica de: 
 2.a. BLEE mediante la observación de sinergia con discos de ceftriaxona (30 
μg)-amoxicilina/clavulánico (20/10 μg)-ceftazidima (30 μg) (CRO-CLAV-CAZ) 
ubicados a 2,5-3 cm de borde a borde (CLSI, 2010). 
  2.b. AmpC plasmídica (AmpCp) mediante la observación de sinergia con 
discos de ceftriaxona (30 μg)-ácido 3-amino fenil borónico (300 μg)-cefoxitina (30 μg) 
(CRO/CAZ-APB-FOX) ubicados a 2 cm de centro a centro (Yagi, 2005) 
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  2.c. KPC mediante la detección de sinergia empleando discos de imipenem (10 
μg)-ácido 3- amino fenil borónico (300 μg)-meropenem (10 μg) (IMI-APB-MER) 
ubicados a 2 cm de centro a centro (CLSI, 2010).  
 En todos los casos se consideró resultado positivo cuando se observó 
agrandamiento del halo de la cefalosporina de espectro extendido, carbapenemen o 
cefoxitina frente al correspondiente inhibidor.  
3. Estudios de sensibilidad in vitro (CIM) 
 En todos los aislamientos se determinó la CIM de ceftriaxona (CRO) (Northia), 
ceftazidima (CAZ) (Northia) y cefepima (FEP) (Richet) mediante dilución en agar 
siguiendo las recomendaciones del CLSI (CLSI, 2015). Se utilizó agar Mueller Hinton 
(Oxoid, Basingstoke, UK). Para su interpretación se utilizaron los puntos de corte 
recomendados por el CLSI y EUCAST  (CLSI, 2015) (EUCAST, 2015) 
Tabla 1. Puntos de corte de cefalosporinas de espectro extendido 
 
ATB CIM (µg/ml) 
(EUCAST) 
 
 
 CIM (µg/ml) 
(CLSI) 
S R S SDD I R REGIMEN DE 
DOSIS 
CEFTRIAXONA ≤1 >2 ≤1 - 2 ≥4 1g/24hs 
CEFTAZIDIMA ≤ 1 >4 ≤4 - 8 ≥16 1g/8hs 
CEFEPIME ≤ 1 >4 ≤2 4-8 - ≥16 1g/12hs 
 
4. Caracterización genotípica de la resistencia a cefalosporinas de espectro 
extendido. 
4.1. Detección genotípica de genes codificantes de β-lactamasas 
 Se realizó PCR multiplex para blaCTX-M y blaSHV (Jemima, 2008) y para AmpCp 
(Perez, 2002) y PCR con primers específicos para blaCTX-M-1, blaCTX-M-2, blaCTX-M-8, 
blaCTX-M-9 (Sennati, 2012), blaPER-2 (Quinteros, 2003), blaTEM y blaKPC (Bradford, 2004) 
y posterior secuenciación de los productos de PCR. Ver Anexo I 
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5. Estudios de tipificación molecular de aislamientos con resistencias emergentes. 
 
5.1. OD-PCR (PCR con oligonucleótidos degenerados) 
 Se estudió la relación de similitud genética entre los aislamientos productores de 
BLEE del grupo CTX-M- 1. Ver Anexo I. Para su interpretación se utilizó el criterio 
propuesto por Limansky et al (Limansky, 2002) considerándose diferentes a los 
aislamientos cuando sus patrones de amplificación diferían en más de dos bandas. Se 
compararon los patrones de bandas en términos de porcentaje de similitud (Struelens, 
1996). Los aislados que mostraron menos del 80% de similitud fueron considerados no 
relacionados clonalmente y aquellos que presentaron similitudes mayores que 80% 
fueron clasificados como subtipos del mismo clon. El porcentaje de similitud de 
patrones de bandas fue estimado con el coeficiente Dice (Dice, 1945). El análisis de 
grupos fue realizado por UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic 
averages) y se llevó a cabo utilizando el programa disponible en 
www.genomes.urv.cat/UPGMA/. 
CAPITULO II. Resistencia a carbapenemes. 
1. Aislamientos bacterianos 
 Se estudiaron los aislamientos de enterobacterias resistentes a carbapenemes 
(ERC)  durante el periodo enero 2010- diciembre 2013. Los aislamientos fueron 
seleccionados mediante su sensibilidad determinada mediante antibiograma 
semicuantitativo de Marcenac y col (Marcenac, 1978) (enero 2010- agosto 2012) y 
sistema Vitek- 2 (septiembre 2012-  diciembre 2013). Se utilizó como criterio de 
inclusión la CIM de IMI y/o MER ≥ 1µg/ml). Los puntos de corte utilizados son los 
establecidos de acuerdo a los regímenes de dosis recomendadas (CLSI 2015) 
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 Tabla 2. Puntos de corte del CLSI 2015 para carbapenemes. Difusión y dilución. 
 
 Según las últimas definiciones propuestas (Magiorakos, 2012), se define a un 
aislamiento como multiresistente (MDR) a aquel que adquirió resistencia a al menos un 
agente en tres o más categorías de antimicrobianos, con extrema resistencia (XDR) a 
aquel que conserva sensibilidad a algún agente en una o dos categorías y panresistente 
(PDR) cuando es resistente a todos los agentes de todas las categorías. 
2. Ensayos fenotípicos de detección de la presencia de carbapenemasas  
 A todos los aislamientos se les realizó pruebas fenotípicas para la detección de 
carbapenemasas mediante los siguientes métodos fenotípicos: 
 2.a. Equipo “KPC + MBL Confirm ID Pack” ( Rosco Diagnostica). Pack 
identificativo confirmatorio de carbapenemasas/metalo-beta-lactamasas. El pack 
contiene 4 tipos de tabletas: meropenem 10µg (MER), meropenem 10µg + ácido 
borónico (MER+APB), meropenem 10µg + cloxacilina (MER+CXL) y meropenem 
10µg + ácido dipicolínico (MER+DP). El procedimiento se realizó de acuerdo a las 
recomendaciones del fabricante (Rosco Diagnostica). Se colocaron las 4 tabletas 
distanciadas para posibilitar la lectura de la zona de inhibición producida por cada 
tableta. El resultado se interpretó según indicaciones del fabricante: un incremento ≥4 
mm en el diámetro de inhibición de la tableta conteniendo MER+APB en comparación 
con el diámetro de la tableta con MER solo, se consideró resultado positivo para la 
producción de KPC; un incremento de ≥5 mm en el diámetro de inhibición de la tableta 
conteniendo MER+DP en comparación con MER solo, se consideró resultado positivo 
ATB 
DIAMETRO DISCOS 
(mm) 
CIM (µg/ml) REGIMEN DE 
DOSIS 
S I R S I R 
ERTAPENEM ≥ 22 19-21 ≤18 ≤0.5 1 ≥2 1g/24hs 
MEROPENEM ≥23 20-22 ≤19 ≤1 2 ≥4 1g/8hs 
IMIPENEM ≥23 20-22 ≤19 ≤1 2 ≥4 500mg/6hs 
1g/8hs 
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para la producción de MBL; y un resultado positivo de MER+APB más un incremento 
≥5 mm en la tableta MER+CXL, sugirió producción de AmpC. Este método se utilizó 
en aquellos aislamientos de K. pneumoniae en los que la sinergia con APB no presento 
resultado concluyente, en aislamientos de otras enterobacterias portadoras de AmpC 
inducible y para la detección de MBL y enzimas derivadas de OXA. 
 2.b. Detección microbiológica mediante el Test de Hodge modificado (CLSI, 
2013) Se inoculó una placa de agar Mueller-Hinton con una dilución 1:10 de una 
suspensión al 0.5 McFarland de E. coli ATCC 25922. Se dejó secar entre 3 y 10 
minutos. Se colocó un disco de MER (10 µg) en el centro de la placa. Con un ansa se 
tomaron 3-5 colonias del aislamiento en estudio y se estrió desde el borde del disco, en 
línea recta, hasta la periferia de la placa. La presencia de una deformación sobre el halo 
de inhibición se interpretó como resultado positivo.  
 2.c. Detección de serinocarbapenemasas mediante la sinergia IMI- APB 
(300 µg)- MER. Se colocaron los discos de IMI y MER ubicados a 20 mm de centro a 
centro del disco de APB. Se consideró resultado positivo la presencia de un 
ensanchamiento de los halos inhibición en el área comprendida entre los carbapenemes 
y el disco de APB. (Pasterán, 2009) 
 2.d. Detección de metalo β-lactamasas mediante la sinergia IMI- 
EDTA/SMA- MER. Se colocaron los discos de IMI y MER ubicados a 20 mm de 
centro a centro de disco de EDTA. Se consideró resultado positivo la presencia de un 
ensanchamiento de los halos inhibición en el área comprendida entre los carbapenemes 
y el disco de EDTA. (CLSI, 2013) 
 Se utilizó el algoritmo esquematizado en la Figura 8  para  detectar el fenotipo 
de resistencia a los carbapenemes que portaban los aislamientos. 
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Figura 8.  Algoritmo  para la detección fenotípica de carbapenemasas  
 
3. Caracterización genotípica de la resistencia a carbapenemes. 
3.1. Detección genotípica de genes codificantes de carbapenemasas  
 Se realizó multiplex PCR para detección de carbapenemasas de tipo KPC, IMP, 
VIM y OXA (Poirel, 2011) y posterior secuenciación de los productos de PCR. Ver 
Anexo I. 
 
3.2. Detección de la presencia de integrones de clase I 
 
 Se amplificaron los genes codificantes de la integrasa de clase 1 y la región 
variable de los integrones de clase 1 de los aislamientos de Serratia marcescens 
portadores de VIM-16. (Pagniez, 2006). Ver Anexo I 
 
4. Estudios de tipificación molecular 
4.1. OD-PCR (PCR con oligonucleótidos degenerados) 
 Se realizó sobre los aislamientos portadores de carbapenemasa de tipo KPC y los 
resultados se interpretaron como fue mencionado previamente. Ver Anexo I. 
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4.2. REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic) y ERIC-PCR (Enterobacterial 
Repetitive Intergenic Consensus) 
 Se realizó para los aislamientos portadores de MBL (Versalovic, 1991) y su 
interpretación se realizó como se mencionó previamente para OD- PCR. Ver Anexo I 
 
4.3. PFGE (Electroforesis en campo pulsado) 
 Se realizó PFGE para determinar la relación de similitud genética en 13 
aislamientos de K. pneumoniae portadores de KPC utilizando la enzima XbaI (Miranda, 
1996). Ver Anexo I. 
 
4.4. MLST (Multilocus sequence typing) 
 Se realizó en 13 aislamientos de K. pneumoniae portadores de KPC según 
protocolo. (Diancourt, 2005). 
Ver Anexo I. 
 
5. Actividad in vitro de distintos antibióticos en ERC. 
 
 5.a. Se realizó CIM por dilución en agar a 60 aislamientos de K. pneumoniae 
portadores de KPC. Se determinó la CIM a los siguientes antimicrobianos siguiendo las 
recomendaciones del CLSI: CRO, CAZ, FEP, piperacilina-tazobactam (PTZ)(Northia), 
ertapenem (ERT) (Invanz), imipenem (IMI)(Northia), meropenem (MER)(Northia), 
cefoxitina (FOX) (Richet), colistin (COL) (Sigma- Aldrich), tigeciclina (TIG) (Wyeth), 
minociclina (MIN) (Sigma- Aldrich), gentamicina (GEN) (Sigma- Aldrich), amikacina 
(AKN) (Sigma- Aldrich), ciprofloxacina (CIP) (Sigma- Aldrich),  rifampicina (RIF) 
(Richet), cloranfenicol (CLO) (Merck) y  fosfomicina (FOS) (Sigma- Aldrich) con el 
agregado de Glu-6P (Sigma-Aldrich) en una concentración de 25 µg/ml. Se utilizaron 
los puntos de corte del CLSI para la interpretación de los resultados, para COL, TIG y 
FOS se utilizaron las recomendaciones del EUCAST (EUCAST, 2015) y para RIF se 
utilizó el punto de corte  propuesto por la Sociedad Francesa de Microbiologia (SFM) 
para Acinetobacter spp. (SFM, 2003). Sólo en el caso de ensayo de TIG se empleó Agar 
Mueller Hinton marca DIFCO (USA). 
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 5.b. En 16 aislamientos se investigó la heteroresistencia a tigeciclina y su 
asociación con COL empleando la metodología descripta en el Capítulo III para 
colistina. Se utilizaron  concentraciones  de TIG de 4 y 8 µg/ml, respectivamente y de 
COL de 4 µg/ml 
 
6. Análisis comparativo de las características epidemiológicas de los aislamientos 
de K. pneumoniae y E.  cloacae portadores de  KPC. 
 - Los hisopados anales de pacientes admitidos en el hospital se sembraron en 
medio cromogénico para búsqueda de carbapenemasas (CHROMAgar KPC) (Samra, 
2008) 
 - Los datos epidemiológicos de los pacientes (sexo, edad, fecha de admisión, 
tratamiento previo y evolución, entre otros, fueron recuperados y analizados mediante 
GraphPad Prism (version 6.01 GraphPad Software Inc.) usando el test de Fisher y las 
diferencias fueron consideradas estadísticamente significativas cuando p < 0.5. 
CAPITULO III. Resistencia a colistina en K. pneumoniae 
1. Aislamientos bacterianos  
  Se estudiaron aislamientos consecutivos de K. pneumoniae resistentes a 
colistina (COL-R) seleccionados a partir del antibiograma semicuantitativo de dos 
concentraciones útiles de Marcenac et al. (Marcenac, 1978) recuperados de materiales 
clínicos pertenecientes a  pacientes atendidos durante el período 2010 - 2012. 
2. Estudios de sensibilidad in vitro de colistina.  
 2.1. Se realizó CIM de COL (colistin sulfate salt, Sigma-Aldrich, EE.UU.) de 
acuerdo a las recomendaciones del  CLSI. Para su interpretación se utilizaron los puntos 
de corte del EUCAST (S ≤ 2 μg/ml, R > 2 μg/ml). 
 2.2.a. Se realizó el método de predifusión para colistina en 78 aislamientos de K. 
pneumoniae portadores de KPC utilizando las tabletas Neo-Sensitab de colistina (Rosco 
Diagnostica). Para su interpretación se tuvieron en cuenta los puntos de corte propuestos 
por Rosco Diagnostica (R ≤ 10 mm; S ≥ 15 mm). 
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 2.2.b. Se realizó también la misma metodología en 74 aislamientos de K. 
pneumoniae portadores de carbapenemasa de tipo KPC utilizando discos de COL (10 
µg) (Oxoid). En este caso, los resultados se interpretaron teniendo en cuenta los puntos 
de corte propuestos por R. Jones en el año 2001 (R ≤ 11 mm; S ≥ 14 mm) (Gales, 
2001).  
 La técnica de predifusión se realizó siguiendo las instrucciones de fabricante, 
colocando la tableta y/o el disco de COL sobre una placa no inoculada de MH agar. 
Luego de 2 horas a temperatura ambiente, se retiraron poniendo la placa boca abajo y 
dándole un pequeño golpe contra la mesada, asegurándose de que se elimine todo el 
depósito del  antibiótico y luego se mantuvo a temperatura ambiente durante otras 18 
horas. Luego la placa fue hisopada con el aislamiento en estudio con un inoculo 
correspondiente a 0.5 en la escala de Mc Farland y se incubó durante 24 horas a 35-
37°C. Transcurrido el tiempo se midieron los halos de inhibición y se interpretaron 
según lo expuesto previamente. Se utilizó como control del experimento la cepa 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Para el análisis de los resultados se empleó el 
método de regresión de los cuadrados mínimos y el porcentaje global de errores se 
determinó de acuerdo a CLSI M23-A3, (CLSI, 2008), definidos de la siguiente manera: 
error “very mayor” (VM) indica sensibilidad por el método de difusión y resistencia por 
el método de dilución; error “mayor” (M) indica resistencia por el método de difusión y 
sensibilidad por el método de dilución; y error “minor” (MI) indica resultado intermedio 
por el método de difusión y categoría de sensible o resistente por el método de dilución. 
Se consideraron como aceptables valores de 1.5, 3 y 10 para errores VM, M y MI, 
respectivamente. Los datos fueron ingresados en el programa Microsoft Excell 2007. 
Fue generado el coeficiente de correlación lineal de Pearson (r), la ecuación de 
regresión lineal y el porcentaje de errores. Una correlación estadística fue considerada 
perfecta cuando el coeficiente de correlación y/o la pendiente fue igual a 1, deseable si 
fue ≥ 0,9 y aceptable si fue ≥ 0,75. (Coeficiente de determinación R-square ≥ 0,64 = 
correlación aceptable). 
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3. Estudios de tipificación molecular 
- OD-PCR (PCR con oligonucleótidos degenerados) 
 Se realizó sobre aislamientos portadores de carbapenemasa de tipo KPC 
sensibles y resistentes a COL y sobre aislamientos resistentes a COL KPC (-). Los 
resultados se interpretaron como fue mencionado previamente. Ver Anexo I. 
4. Investigación de heteroresistencia a colistina. 
 - Se investigó la heteroresistencia a COL en 27 aislamientos de K. pneumoniae 
portadores de KPC mediante la técnica de análisis poblacional descripta por Li (Li, 
2006). Se sembraron 50 µl de un caldo TSB incubado previamente 24 horas sobre 
placas de agar MH agar adicionadas con concentraciones de COL de 4 y 8 µg/ml con y 
sin el agregado de vancomicina y rifampicina en concentraciones sub-inhibitorias de 4 
µg/ml (estas concentraciones se definieron tomando como criterio ¼ del valor de la 
CIM). El recuento de colonias se realizó luego de 48 horas de incubación. Las placas se 
sembraron por duplicado y se consideró como resultado final el promedio de ambas 
mediciones. La CIM de la población original y de las sub-poblaciones resistentes se 
realizó en paralelo mediante el método de dilución en agar, siguiendo las 
recomendaciones del CLSI. Se utilizó como control la cepa K. pneumoniae  ATCC 
700603.   
 Se definió como heteroresistente a COL a un  aislamiento sensible (CIM ≤ 2 
µg/ml), con sub-poblaciones capaces de crecer en presencia de concentraciones de COL 
> 2 µg/ml (Poudyal, 2008). 
 En 5 aislamientos se estudió la asociación de MER con COL empleando la 
metodología descripta, utilizando agar MH conteniendo una concentración de MER de 8 
µg/ml y de COL: 4 µg/ml 
5. Análisis de los factores relacionados con la adquisición de la resistencia a COL 
  Se estudiaron los aislamientos de K. pneumoniae resistentes a COL 
pertenecientes a 57 pacientes atendidos en el Hospital de Clínicas durante el periodo 
2010-2012. Se  incluyeron 54 aislamientos de K. pneumoniae sensibles a colistina 
(COL-S) (24 portadores de KPC y 30 no portadores), contemporáneos a los 
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aislamientos resistentes, para evaluar los factores relacionados con la emergencia y 
diseminación de la resistencia a COL. Para cada paciente se elaboró una ficha clínica en 
donde se incluyeron los siguientes datos: sexo, edad, espécimen clínico, tratamiento 
previo con COL, fecha y servicio de internación. En los pacientes del grupo portador de 
KPC se incluyó, además, la enfermedad de base y/o diagnóstico. El análisis estadístico 
se realizó mediante GraphPad Prism (version 6.01 GraphPad Software Inc.) usando el 
test de Fisher y las diferencias fueron consideradas estadísticamente significativas 
cuando p < 0.05. 
CAPITULO IV. Estudios de sinergia en aislamientos de K. 
pneumoniae portadores de KPC. 
1. Aislamientos bacterianos 
 Se estudiaron en total 53 aislamientos de K. pneumoniae portadores de KPC,  33 
sensibles a colistina y 20 resistentes mediante curvas de letalidad, tablero de ajedrez, 
CIM/CBM y tiras de E-test.  
2. Estudios de sinergia mediante el método de tablero de ajedrez. 
 
 Se realizó mediante dilución en agar y se ensayaron los siguientes 
antimicrobianos y sus asociaciones: COL y COL asociado a RIF en concentraciones de 
4, 2 y 0.5 µg/ml y a MER en concentraciones de 8, 4 y 2 µg/ml; RIF y RIF asociado a 
COL en concentraciones de 4, 2 y 0.25 µg/ml; MER y MER asociado a COL en 
concentraciones de 4, 2 y 0.25 µg/ml; asociado a ERT en concentraciones de 8, 4 y 2 
µg/ml y asociado a AKN en concentraciones de 16, 8 y 4 µg/ml; ERT y ERT asociado a 
MER en concentraciones de 8, 4 y 2 µg/ml y AKN y AKN asociado a MER en 
concentraciones de 8, 4 y 2 µg/ml. 
 Para la interpretación de los resultados se calculó el valor de FICI (fractional 
inhibitory concentration index): FICI≤ 0.5 indica sinergismo, FICI: 0.5–4  indica 
indiferencia y valores de FICI > 4 antagonismo. (Moody, 2007) 
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3. Estudios de sinergia mediante curvas de letalidad  
 
 Se realizaron utilizando tubos con 10 ml de caldo Mueller Hinton (MH) a los 
cuales se le adicionaron los antibióticos correspondientes en concentraciones elegidas 
teniendo en cuenta los puntos de corte del EUCAST para COL y TIG  y SFM  para RIF 
y los niveles séricos alcanzables. Se utilizó COL (0.5, 2 y 4 µg/ml), RIF (4 µg/ml) y 
TIG (4 µg/ml). 
 A cada tubo se le agrego posteriormente el inoculo bacteriano: 0.1 ml de una 
suspensión bacteriana preparada a partir de un cultivo de 24 hs. de incubación de 
turbidez equivalente al tubo 0.5 de la escala de Mc. Farland. A las 0, 4 y 24 hs se 
realizaron sub-cultivos, para ello se tomó  0.1 ml de cada tubo y se realizaron diluciones 
seriadas en solución fisiológica. Se sembró por duplicado en agar nutritivo. Para el 
recuento de colonias se consideró el promedio de cada dilución, considerándose 
aquellas placas que presentaron entre 10-100 colonias. El límite de detección se 
consideró 10 UFC/ml. 
 Se definió actividad bactericida al descenso ≥ 3 log10 de las UFC/ml con respecto 
al inóculo original y la actividad inhibitoria fue definida cuando el descenso fue < a 3 
log10 de UFC /ml del recuento original.  Se consideró sinergia entre 2 antibióticos 
cuando se obtuvo una disminución mayor o igual a 2 log10 de la combinación 
comparada con la actividad  del antibiótico más activo. La indiferencia fue definida 
cuando la diferencia con el antibiótico más activo fue menor a 2 log10 y antagonismo 
cuando la actividad de la asociación fue menor a la del antibiótico más activo. 
(Rodriguez, 2010) 
 
4. Estudios de sinergia mediante tiras de E-test  
 
 Se realizó preparando placas de agar MH conteniendo una concentración sub-
inhibitoria de RIF de 4 µg/ml. Se colocaron tiras de E-test de COL sobre las placas 
previamente hisopadas con una suspensión bacteriana de inoculo 0.5 MF. También se 
utilizaron placas de MH sin el agregado de RIF para poder comparar los valores de CIM 
obtenidos. Se incubo por 24 hs. a 37°C y se definió un resultado como sinergístico 
cuando se obtuvo una disminución mayor a dos diluciones en el valor de la CIM de 
COL en la placa con RIF respecto a la CIM de COL en agar MH sin agregado de RIF 
MATERIALES Y METODOS
 
51 
 
5. Estudios de sinergia mediante la determinación de CIM y CBM. 
 
 Se realizó microdilución en caldo según las recomendaciones del CLSI, 
utilizándose concentraciones sub-inhibitorias del antibiótico sinergizante, para lo cual se 
calculó el valor de concentración correspondiente a ¼ CIM de rifampicina, tigeciclina y 
meropenem, según el aislamiento.  
 52 
 
RESULTADOS Y DISCUSION
   
53 
 
CAPITULO I 
Resistencia a cefalosporinas de espectro extendido 
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 Resistencia a cefalosporinas de espectro extendido 
 
1. Fenotipos de resistencia a cefalosporinas de espectro extendido. 
 En el período estudiado (julio 2009- abril 2010), se recuperaron 817 
aislamientos consecutivos de enterobacterias no productoras de AmpC inducible (565 
Escherichia coli, 167 Klebsiella pneumoniae y 85 Proteus mirabilis), de los cuales 169 
(21 %) cumplieron con los criterios de inclusión establecidos. La distribución de los 
fenotipos de resistencia a las CEE fue: BLEE, 152 aislamientos (90%), AmpCp, 12 
aislamientos (7%) y KPC, 5 aislamientos (3%)  
 La resistencia a CEE fue  56,2 % (95/169) en K. pneumoniae, 32,6 % (55/169) 
en E. coli y 11,2 % (19/169) en P. mirabilis. En el 0.6 % de los aislamientos de K. 
pneumoniae y en el 1.2 % de los aislamientos de E. coli se observó la presencia de más 
de un fenotipo de resistencia a CEE (AmpCp + BLEE). Asimismo, en uno de los 5 
aislamientos de K. pneumoniae con carbapenemasa de tipo KPC se observó también la 
presencia de BLEE. (Grafico 1). 
Grafico 1. Distribución de fenotipos de resistencia a cefalosporinas de espectro 
extendido en las 169 enterobacterias resistentes a CEE sin AmpC inducible. 
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 El 76 % de los aislamientos con BLEE se recuperaron de pacientes 
hospitalizados, mientras que 5/12 aislamientos con AmpCp correspondieron a pacientes 
ambulatorios. El tracto urinario fue el sitio de infección más frecuente. El 82 % de los 
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aislamientos de E. coli con BLEE, el 74 % de los de P. mirabilis y el 61 % de los de K. 
pneumoniae se recuperaron  de orina. El resto de los aislamientos provinieron de sangre, 
materiales quirúrgicos y muestras respiratorias. 
En las Figuras 9, 10 y 11 se observan los distintos grados de sinergias obtenidos en los 
aislamientos estudiados. 
Figura 9. Detección fenotípica de BLEE. 
 En los tres aislamientos se observa presencia de sinergia con los discos de CRO 
(30 μg)-AMC (20/10 μg)- CAZ (30 μg) y ausencia de sinergia con discos de CRO (30 
μg)- APB (300 μg)- FOX (30 μg). 
 
 
CRO AMC 
CAZ 
APB 
FOX 
CRO 
AMC 
CAZ 
APB 
FOX 
a- Aislamiento portador de BLEE 
donde se observa agrandamiento 
del halo de inhibición de CRO y 
CAZ. (Se observa un bajo nivel de 
hidrolisis sobre ambas CEE) 
 
b- Aislamiento portador de BLEE 
donde se observa sinergia con ambas 
CEE y un alto nivel de hidrolisis sobre 
ambas CEE (ausencia de halo de 
inhibición) 
a 
CRO 
b 
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Figura 10. Detección fenotípica de AmpCp. 
  
Figura 11. Detección fenotípica de serino-carbapenemasa de tipo KPC. 
 
 
 
CAZ 
AMC 
CRO 
APB 
FOX 
c- Aislamiento portador de BLEE 
donde se observa un agrandamientos 
del halo de inhibición de CAZ y CRO 
y un  alto nivel de hidrolisis sobre 
CRO pero un bajo nivel de hidrolisis 
sobre CAZ 
CRO APB FOX 
AMC 
CAZ 
FEP 
MER 
APB 
IMI 
CRO AMC 
CAZ 
c 
Se observa presencia de sinergia con 
discos de CRO (30 μg)- APB (300 μg)- 
FOX (30 μg) y ausencia de sinergia 
con los discos de CRO (30 μg)-AMC 
(20/10 μg)- CAZ (30 μg). FEP 
conserva actividad.  
 
Se observa sinergia con los discos de 
IMI (10 μg)- APB (300 μg)- MER (10 
μg) y ausencia de sinergia con los discos 
de CRO (30 μg)- AMC (20/10 μg)- 
CAZ (30 μg). 
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 2. Evaluación de los puntos de corte de las cefalosporinas de espectro extendido 
según recomendaciones CLSI y EUCAST 
 Como se observa en la Tablas 3, 4 y 5, utilizando las recomendaciones del 
EUCAST el 89.5% de los aislamientos serian categorizados como resistentes a todas las 
cefalosporinas ensayadas, en el caso de CRO, sólo un aislamiento de K. pneumoniae 
con CIM: 0.125 µg/ml se categorizaría como sensible, 4 aislamientos presentaron CIM 
de FEP ≤ 1  µg/ml y 11 aislamientos serían sensibles a CAZ según estas 
recomendaciones. El CLSI presenta puntos de corte diferenciados para cada CEE, 
asociados a regímenes de dosis determinados; así, se puede observar que un 45% 
(69/152) de los aislamientos serían considerados como sensibles a CAZ, 58 aislamientos 
presentaron un valor de CIM entre 2 y 4 μg/ml y en 11 casos se observó una CIM ≤ 1 
μg/ml, estos aislamientos también se consideran sensibles según el EUCAST. Respecto 
a FEP, se registró un 30 % (46/152) de aislamientos sensibles y 46 aislamientos 
presentaron un valor de CIM entre 1 y 8 μg/ml.   
 
Tabla 3. Porcentaje de resistencia a las cefalosporinas de espectro extendido según el 
mecanismo de resistencia y los puntos de corte establecidos por el CLSI y el EUCAST  
CRO: ceftriaxona, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepime 
 
 En el año 2014 el CLSI incorporó la categoría de “sensible dependiente de la 
dosis” (SDD) la que indica que la sensibilidad de un aislamiento es dependiente del 
régimen de dosis que se utilice; así el CLSI incorpora la opción de utilizar dosis 
mayores a las habituales en aislamientos que presenten valores de CIM de FEP de entre 
 N° (%) de Resistencia  
Fenotipo/N Recomendaciones CRO CAZ FEP 
BLEE (152) CLSI 151(99) 83(55) 106(70) 
EUCAST 151(99) 140(91) 148(96) 
AmpCp (12) CLSI 12(100) 7(54) 0(0) 
EUCAST 12(100) 12(100) 6(50) 
KPC (5) CLSI 5 5 5 
EUCAST 5 5 5 
  CAPITULO I 
58 
 
4- 8 µg/ml, esto puede lograrse aumentando la dosis, la frecuencia entre dosis o ambas. 
El 26 % (39/152) de los aislamientos se informaría como cefepime dosis dependiente. 
 
Tabla 4. Distribución de los valores de CIM  de las cefalosporinas de espectro 
extendido ensayadas en las  152 enterobacterias  productoras de BLEE 
 
Tabla 5. Distribución de los valores de CIM de las cefalosporinas de espectro extendido 
ensayadas en las 12 enterobacterias productoras de AmpCp 
Antimicrobiano/   CIM (µg/ml)     
Especie (n) 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 ≥16 
Ceftriaxona         
K. pneumoniae (2)      1  1 
E .coli (7)     1 2 1 3 
P. mirabilis (3)         1 2  
         
Ceftazidima         
K. pneumoniae (2)      2  8  
E. coli (7)     2 2 1 2 
P. mirabilis (3)       1 2 
         
Cefepime         
K. pneumoniae (2)   1 1     
E. coli (7) 1 1 1  1 2 1  
P. mirabilis (3)       1  2   
  
 Los resultados arriba expresados están relacionados con la  presencia de BLEE 
de tipo CTX-M-2, enzima endémica en nuestro medio, que afecta en mayor medida a 
los antibióticos CRO, CTX y FEP  y en menor medida a CAZ, por lo cual observamos 
Antimicrobiano/ 
Especie (n) 
CIM (µg/ml) 
0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 ≥16 
Ceftriaxona         
K. pneumoniae (88) 1    2 3  82 
E .coli (48)      3 1 44 
P. mirabilis (16)      7 6 3 
         
Ceftazidima         
K. pneumoniae (88)  1       1  24 15 47 
E. coli (48)         3   6 19 5 15 
P. mirabilis (16)  2 1 2      1   3 6  1 
         
Cefepime         
K. pneumoniae (88)         2     1 10 6 69 
E. coli (48)          1      1     2 8 3 33 
P. mirabilis (16)      10 2 4 
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un mayor porcentaje de aislamientos que se categorizarían como sensibles a este 
antimicrobiano si se utilizan los criterios propuestos por el CLSI para la detección de 
BLEE. 
 La presencia de enzimas de tipo AmpC plasmídicas también provoca disociación 
en los perfiles de sensibilidad a CEE: CRO, CTX y CAZ son hidrolizadas más 
eficientemente que FEP. Esta disociación se evidencia más con las recomendaciones del 
CLSI para CRO y CAZ: todos los aislamientos presentaron CIM ≥ 2 μg/ml para estos 
antimicrobianos. Solo 3 aislamientos se categorizarían como resistentes utilizando las 
recomendaciones del CLSI  para CAZ, mientras que con las recomendaciones del 
EUCAST  la totalidad de los aislamientos serían informados como resistentes a CRO y 
CAZ (CIM > 1 μg/ml). En cuanto a FEP, como se señaló antes, solamente el EUCAST 
permitiría informar 6/12 aislamientos como resistentes y el CLSI permitiría informar 5/ 
12 como FEP dosis dependiente. 
 Los 5 aislamientos portadores de carbapenemasa de tipo KPC fueron 
uniformemente resistentes a todos los antibióticos β- lactámicos, por lo cual no hay 
diferencias en la interpretación según se utilice la recomendación del EUCAST o CLSI. 
 De adoptarse el cambio de criterio para establecer la sensibilidad de las 
cefalosporinas de 3era y 4ta generación y carbapenemes tanto por el CLSI como por 
EUCAST en nuestro país tendría un efecto menor (informar aislamientos sensibles que 
antes eran considerados resistentes) debido a dos causas: a- el alto nivel de resistencia 
observado en los aislamientos portadores de BLEE y/o KPC (73.7% de los aislamientos 
tienen CIM ≥ 8 µ/ml) y b- la epidemiologia de las BLEEs en nuestro país. Siendo CTX-
M  la BLEE predominante, CAZ es la CEE menos afectada, sin embargo es la CEE que 
presenta menos prescripción médica en nuestro medio para el tratamiento de infecciones 
por enterobacterias ya que en general se la reserva para bacilos no fermentadores.  
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3. Caracterización genotípica de la resistencia a cefalosporinas de espectro 
extendido.  
3.1. Epidemiologia molecular de las BLEE 
 Como se observó en la caracterización fenotípica de la resistencia a CEE, el 
mecanismo más frecuente fue la presencia de BLEE, entre ellas se detectó más 
frecuentemente enzimas de tipo CTX-M, SHV y en menor medida de tipo PER y TEM, 
seguido de AmpCp y carbapenemasa de tipo KPC.  
 En 107/169 aislamientos resistentes a CEE se encontró una sola β- lactamasa, 
mientras que en 58 se encontró más de una β- lactamasa. En 4 aislamientos (E. coli: 2, 
K. pneumoniae: 1, P. mirabilis: 1) no se pudo documentar genotípicamente la presencia 
de β- lactamasa,  aunque presentaron caracterización fenotípica de BLEE. La 
distribución de las β- lactamasas halladas y la especie bacteriana se detalla en la Tabla 
6. 
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Tabla 6. Distribución de los genotipos de resistencia a cefalosporinas de espectro extendido en las 169 enterobacterias sin AmpC inducible  
 
 
N de aislamientos 
Especie (n) SHV CTX-M-2 
CTX-M-2 
+SHV 
CTX-M-2 
+KPC 
CTX-M-2  
+ AmpC 
CTX-M-1 
CTX-M-1 
+SHV 
TEM PER-2 AmpC KPC 
K. pneumoniae 
(95) 
20 18 35 1 1 4 7 3  1 4 
E. coli 
(55) 
5 23 6  2 6 3 1 2 5  
P. mirabilis 
(19) 
5 4 2   3 1   3  
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 En 116 aislamientos se detectaron  BLEE de tipo CTX-M (K. pneumoniae: 66, 
E. coli: 40 y P. mirabilis: 10) y en 84 aislamientos BLEE derivadas de SHV (K. 
pneumoniae: 62, E. coli: 14 y P. mirabilis: 8). En 2 aislamientos de E. coli  se 
encontraron BLEE de tipo PER-2 y en 4 aislamientos derivadas de TEM (K. 
pneumoniae: 3 y E. coli: 1).  Cinco aislamientos de K. pneumoniae fueron portadores de 
KPC-2, en uno de ellos se observó la asociación KPC/ CTX-M-2. En las Figuras 12 y 
13 se observan fotos de los geles correspondientes a las PCRs para CTX-M-2 y CTX-
M-1. 
Figura 12. PCR con primers específicos para blaCTX-M-2 
 
 
Calles 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10: aislamientos con blaCTX-M-2. calle 7: control negativo,  
calle 11: aislamiento sin blaCTX-M-2, calle 13: control positivo. 
 
 
Figura 13. PCR con primers específicos para blaCTX-M-1 
 
 
Calles 1, 3, 4, 7, 8, 10 , 11, 12, 13, 14, 15: aislamientos con blaCTX-M-1. Calles 2. 5. 6: aislamientos sin 
blaCTX-M-1. Calle 9: control negativo. Calle 16: control positivo.  
 
 
 
900 pb 
864 pb 
1          2        3        4         5        6        7         8         9       10      11      12     13 
1        2       3       4       5       6        7       8       9       10    11      12    13   14    15   16  
1161616 
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 Las enzimas de tipo CTX-M representaron la BLEE predominante del presente 
estudio, alcanzando una prevalencia del 73.6%,  siendo blaCTX-M-2 encontrado en 91 
aislamientos   (79%) y blaCTX-M-1 en 24 (21%). 
  Desde la década del 90 CTX-M-2 fue la β- lactamasa prevalente en nuestro 
medio. Patterson y col evaluaron entre los años 1996- 1997 un total de 455 aislamientos 
de K. pneumoniae recuperados de diversos hospitales a nivel mundial, incluyendo la 
Argentina (18 aislamientos), 11/18 aislamientos resultaron ser productores de BLEE de 
tipo CTX-M-2 (Paterson, 2004). En otro estudio multicéntrico realizado en 17 
hospitales de la ciudad de Buenos Aires en el año 2000, se detectó la presencia de 
BLEE de tipo CTX-M-2 en el 75 % de los aislamientos (E. coli, K. pneumoniae,  
Enterobacter aerogenes,  Serratia. marcescens y  P. mirabilis) (Quinteros, 2003).  
 En los aislamientos donde no se pudo documentar genotípicamente el tipo de 
BLEE involucrada, puede deberse a la portación de enzimas muy poco frecuentes en 
nuestro medio como las derivadas de OXA (OXA-10, la cual si bien no es considerada 
BLEE, hidroliza débilmente a cefotaxima, ceftriaxona y aztreonam y ha sido aislada en 
K. pneumoniae y E.coli (Jones, 2008) y otras como OXA- 11, -14, -16, -17, -19, -15, -
18, -28, -31, -32, -35 y- 45, que confieren resistencia a cefotaxima y en menor medida a 
CAZ y aztreonam (Paterson, 2005). Las enzimas de tipo GES (GES-1, -2, -3, -4, -5, - 6, 
-7, -8) frecuentes en aislamientos de Pseudomonas aeruginosa, también han sido 
reportadas en E. coli y K. pneumoniae, GES-1 tiene actividad de BLEE pero no 
hidroliza aztreonam ni carbapenemes como lo hacen GES-2, -4, -5, -6 y -8) (Naas, 
2008). Las enzimas de tipo VEB (VEB-1, -2 y -3) fueron descriptas en E. coli, 
Providencia stuartii y Enterobacter cloacae, entre otras enterobacterias.VEB-1 posee 
una alta similitud en su secuencia aminoacidica con las enzimas PER-1 y PER-2 y 
confiere alto nivel de resistencia a CRO, CAZ y aztreonam. En estos 4 aislamientos no 
se observó sinergia entre FEP/ATM y FOX/IMI, recomendadas para la detección 
fenotípica de enzimas de tipo VEB (Naas, 2005) (Mahrouki, 2014).  El perfil de 
sensibilidad de estos aislamientos se muestra en la Tabla 7. 
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Tabla 7. Perfil fenotípico de los aislamientos en los cuales no se pudo detectar 
presencia de β- lactamasas. 
n BACTERIA 
CIM (µg/ml) SINERGIA 
 CRO-AMC-CAZ 
CEFPODOXIMA 
CRO CAZ FEP 
1 K. pneumoniae >64 8 32 + resistente 
2 E. coli 8 1 0.5 + resistente 
3 E. coli 4 4 4 + resistente 
4 P. mirabilis 8 0.5 8 + resistente 
 
4. Resistencia asociada a las β- lactamasas de espectro extendido. 
 En el presente estudio se observó que casi la totalidad de los aislamientos 
portadores de BLEE presentaron resistencia simultánea a ciprofloxacina y TMS, 
mientras que el 60% presentó resistencia a gentamicina y el 50% a amikacina. K. 
pneumoniae demostró ser la enterobacteria con mayores niveles de resistencia, mientras 
que E. coli, por el contrario, presento los porcentajes más bajos. Si bien en P. mirabilis 
los porcentajes de resistencia se asemejan a los obtenidos para K. pneumoniae, hay que 
considerar que el número de  aislamientos de P. mirabilis recuperados es muy bajo. 
(Gráfico 2). 
Grafico 2. Porcentaje de resistencia a antibióticos No β- lactámicos en los 152 
aislamientos portadores de BLEE. Distribución por especie. 
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 Se han reportado porcentajes de resistencia a fluorquinolonas, aminoglucosidos 
y cotrimoxazol mayores en los aislamientos productores de BLEE que en los que 
carecen de ellas (dato no mostrado). La resistencia a quinolonas es multifactorial, puede 
deberse a alteraciones en el sitio blanco de la droga (las topoisomerasas), a una 
disminución en la permeabilidad y a expresión de bombas de eflujo. En los últimos años 
se han descripto también mecanismos de resistencia plasmídicos (la producción de 
proteínas Qnr, la presencia de la acetilasa aac(6’)-Ib-cr y bombas de eflujo). La pérdida 
de las porinas  OmpK35 y OmpK36 en K. pneumoniae BLEE positiva disminuye la 
CIM de las fluorquinolonas, tetraciclinas y cloranfenicol en aislamientos con 
mutaciones en el gen gyrA. Estos aislamientos productores de BLEE eliminan 
quinolonas con más frecuencia que los aislamientos que carecen de la enzima 
(Martinez-Martinez, 2002). También ha sido descripta la asociación de proteínas qnr y 
los genes que codifican para CTX-M-1, -9,-14, -15, BLEEs de tipo SHV, TEM, VEB, 
AmpCp y KPC, asi como la presencia de la variante “cr” de la enzima acetilasa asociada 
a alelos de qnrA, qnrB, qnrS y qepA en aislamientos portadores de CTX-M-1, -14, -24, 
DHA-1, SHV-12 y KPC-2 ( Rodriguez-Martinez, 2001).  
 Además de la importancia del gen aac(6´)Ib-cr en la resistencia combinada a 
aminoglucosidos y quinolonas, diversos estudios evaluaron la presencia de enzimas 
modificantes de aminoglucosidos codificadas por genes incluidos en integrones en 
aislamientos con BLEE, estos elementos móviles a menudo también pueden contener 
genes de resistencia para cotrimoxazol y tetraciclinas ( Martinez-Martinez, 2007). Las 
altas tasas de resistencia a aminoglucosidos halladas en este trabajo de tesis  en los 
aislamientos BLEE positivos ( 60% a gentamicina y 50% a amikacina), coinciden con 
datos publicados por otros autores, siendo amikacina el aminoglucósido con mayor 
actividad en estos aislamientos (Martinez-Martinez, 2007) (Rodriguez-Baño, 2010).  
 En el año 2013 sobre un total de 133 aislamientos de K. pneumoniae portadores 
de BLEE, en su mayoría de origen hospitalario, solo un 23% presentó resistencia a 
amikacina, mientras que un 54% fue resistente a gentamicina, y un 71% y 81% 
presentaron resistencia a TMS y ciprofloxacina, respectivamente, confirmándose la 
tendencia evidenciada en este estudio (dato no mostrado) 
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5. BLEEs de tipo CTX-M distintas a CTX-M-2 
 La detección de un 21% de aislamientos portadores de CTX del grupo M-1 
motivó  por un lado el estudio de cepas con BLEE de colección correspondientes al 
período 2005- 2008 (17 aislamientos) y de 21 aislamientos recuperados en el periodo 
febrero- marzo del año 2012.  
 En los 17 aislamientos de colección (K. pneumoniae: 9, E. coli: 8) se 
encontraron enzimas de tipo CTX-M en 12 (CTX-M-2: 9 aislamientos (K. pneumoniae: 
6, E. coli: 3), grupo CTX-M-1: 2 (K. pneumoniae: 1, E. coli: 1) y grupo CTX-M-9: 1 (E. 
coli)). Asimismo, de los 21 aislamientos del año 2012, (K. pneumoniae: 16, E. coli: 3, 
P. mirabilis: 2), en 16 se detectó la presencia de enzimas de tipo CTX-M distribuidos 
como sigue: enzimas del grupo CTX-M-1 en 10 aislamientos (9 K. pneumoniae y 1 E. 
coli), CTX-M-2 en 4 (K. pneumoniae), enzimas del grupo CTX-M-8 en 1 (K. 
pneumoniae) y grupo CTX-M-9 en 1 (E. coli). La secuenciación de 3/36 productos de 
PCR correspondientes al grupo CTX-M-1 indicó  la presencia de la enzima CTX-M-15. 
En este último periodo observamos un cambio en la epidemiologia molecular de las 
BLEEs circulantes en nuestro medio, evidenciándose un desplazamiento de las enzimas 
de tipo CTX-M-2 por otras enzimas, siendo la más prevalente la correspondiente al 
grupo CTX-M-1. Es importante destacar la presencia de enzimas del grupo CTX-M-1 
en los aislamientos estudiados correspondientes al periodo 2005-2008, lo que indica que 
si bien su diseminación ocurrió en los últimos años, ya a partir del año 2005 estos 
aislamientos habían sido recuperados en nuestro hospital. 
 Resultados similares fueron obtenidos en un reciente estudio multicéntrico 
realizado en la Argentina en el año 2010, en el cual se observó que a pesar de que la 
BLEE de tipo CTX-M-2 sigue siendo endémica en nuestro medio, la detección de 
BLEEs de tipo CTX-M- 15, CTX-M-8 y CTX-M-9 principalmente en E. coli  y K. 
pneumoniae ha comenzado a ser significativa (Sennati, 2012). Se documentaron 
recientemente aislamientos productores de CTX-M-15 en Venezuela, Brasil y 
Colombia, entre otros países de América del Sur (Redondo, 2013) (Gomes Chagas, 
2011) (Ruiz, 2011).  
 La enzima CTX-M-15 fue descripta en India en 1999 y luego en Japón y en el 
Reino Unido en años posteriores, en este último se diseminó rápidamente en 
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aislamientos de E. coli pertenecientes a diferentes clones, intra y extrahospitalarios. En 
EEUU también prevaleció sobre otras CTX-M (-8, -14 y -16). En otros países en donde 
otras enzimas de tipo CTX-M eran las prevalentes, como el caso de América del Sur 
con la CTX-M-2 o España con CTX-M-10, -9 y -14, el desplazamiento de estas enzimas 
por CTX-M-15 fue más lento y progresivo. El gen blaCTX-M-15 está asociado a plásmidos 
denominados de “resistencia epidémica” debido a su capacidad para adquirir genes de 
resistencia y transferirlos a otras especies bacterianas. Por otro lado también se observó 
la asociación con otros plásmidos como IncN, IncI1 y IncL/M, que suelen portar genes 
qnr y aac(6’)-ib-cr, determinantes de resistencia a fluorquinolonas y  plásmidos IncK y 
IncHI2 (Canton, 2012 ). 
 Todos los aislamientos portadores de enzimas del grupo CTX-M distintas a 
CTX-M-2 presentaron valores de CIM de CRO y CAZ  entre 4- ≥ 64 µg/ml. En 28/39 
(71.7%) aislamientos, se observó CIM de CRO ≥ 64 µg/ml, mientras que 11/39 (28%) 
de los aislamientos presentaron alto nivel de resistencia a CAZ, resultados compatibles 
con el perfil de hidrolisis de una enzima de tipo cefotaximasa, si bien los valores de 
CIM a CAZ son menores a los valores obtenidos para CRO, sólo 8 aislamientos 
portadores de enzimas del grupo CTM-M-1 mostraron sensibilidad a CAZ según las 
actuales recomendaciones del CLSI y ningún aislamiento mostró sensibilidad a CRO, 
aunque 3 aislamientos de P. mirabilis presentaron valores de CIM de 4 µg/ml. Poirel y 
col (Poirel, 2002) observaron actividad catalítica de CTX- M-15 y CTX- M- 3 sobre 
CAZ, debido a la presencia de un residuo de glicina en posición 240; lo cual conferiría 
un mayor nivel de resistencia a CAZ que otras enzimas de tipo CTX- M. (Livermore, 
2007). Sin embargo, el número de aislamientos estudiados en este trabajo no permitió 
detectar un perfil de hidrolisis muy diferente al de una enzima de tipo CTX- M-2, muy 
conocido en nuestro medio. Tampoco se han detectado diferencias respecto a la 
resistencia asociada a otros antimicrobianos no β-lactamicos como se observa en el 
Grafico 3. 
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Grafico 3. Porcentaje de  resistencia asociada a BLEE de los aislamientos productores 
de CTX-M distintas a CTX-M-2  
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5.1. Similitud genética de los aislamientos de K. pneumoniae y E. coli portadores  
de BLEE emergentes del grupo CTX-M-1, CTX-M-8 y CTX-M-9 
 En el presente estudio los aislamientos portadores de enzimas del grupo CTX- 
M-1, 8 y 9 no presentaron similitud genética entre sí. En los 22 aislamientos de K. 
pneumoniae se detectó la presencia de 9 clones y en los 13 aislamientos de E. coli la 
presencia de 8 clones. En las Tablas 8 y 9 se observan los datos epidemiológicos de 
estos aislamientos. Si bien un alto porcentaje de aislamientos provenían de pacientes 
hospitalizados, no se detectaron brotes en determinadas salas de internación ni la 
presencia de un clon prevalente, sino que se observa una diseminación multiclonal  
mantenida en el tiempo.  
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Tabla 8. Aislamientos de K. pneumoniae portadores de BLEE de tipo CTX-M-1 y 8. 
Aislamiento Año 
Espécimen 
clinico 
Procedencia BLEE 
11 2008/09 sangre hospital CTX-M-1 
12 2009/10 orina hospital CTX-M-1 
13 2009/10 mat. respiratorio hospital CTX-M-1 
14 2009/10 orina hospital CTX-M-1 
15 2009/10  sangre hospital CTX-M-1 
16 2009/10 orina hospital CTX-M-1 
17 2009/10 mat. respiratorio hospital CTX-M-1 
18 2009/10 orina hospital CTX-M-1 
19 2009/10 mat. quirúrgico hospital CTX-M-1 
20 2009/10 orina comunidad CTX-M-1 
21 2009/10 mat. quirúrgico comunidad CTX-M-1 
22 2009/10 orina hospital CTX-M-1 
2 2012 orina hospital CTX-M-1 
3 2012 mat. quirúrgico hospital CTX-M-1 
4 2012 orina hospital CTX-M-1 
5 2012 orina hospital CTX-M-1 
6 2012 orina comunidad CTX-M-1 
7 2012 mat. quirúrgico hospital CTX-M-1 
8 2012 orina hospital CTX-M-1 
9 2012 sangre hospital CTX-M-1 
10 2012 orina hospital CTX-M-8 
 
Tabla 9. Aislamientos de E. coli portadores de BLEE de tipo CTX-M-1 y CTX-M-9. 
Aislamiento Año 
Espécimen 
clinico 
Procedencia BLEE 
4 2005/07 sangre hospital CTX-M-9 
3 2008/09 sangre hospital CTX-M-1 
5 2009/10 orina comunidad CTX-M-1 
6 2009/10 orina hospital CTX-M-1 
7 2009/10 orina comunidad CTX-M-1 
8 2009/10 sangre hospital CTX-M-1 
9 2009/10 orina comunidad CTX-M-1 
10 2009/10 orina hospital CTX-M-1 
11 2009/10 orina hospital CTX-M-1 
12 2009/10 orina hospital CTX-M-1 
13 2009/10 orina hospital CTX-M-1 
1 2012 mat. respiratorio hospital CTX-M-1 
2 2012 orina hospital CTX-M-9 
 
 En las Figuras 14 y 15 se observan los dendogramas de los aislamientos de K. 
pneumoniae y E. coli portadores BLEE de tipo CTX-M-1 y CTX-M-8, respectivamente.  
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Figura 14. Dendograma de los aislamientos de K. pneumoniae portadores de BLEE de 
tipo CTX-M-1 y 8 
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Figura 15. Dendograma de los aislamientos de E. coli portadores de BLEE de tipo  
CTX-M-1 y 9 
 
 Nuestros resultados fueron similares a los obtenidos por Sennati y col en el 
estudio multicéntrico antes mencionado, en el cual confirmaron la presencia del 
secuenciotipo ST131 en los aislamientos de E. coli y el ST11 en K. pneumoniae, clones 
ampliamente distribuidos mundialmente y denominados “de alto riesgo”. El ST131 no 
solo está asociado a CTX-M-1 sino a otros grupos como CTX-M-14 o CTX-M-9 y sería 
capaz de reclutar otras enzimas como la NDM-1 (Peirano, 2011)   
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6. Epidemiologia molecular de enzimas de tipo AmpC plasmidico 
 En 9/12 aislamientos que presentaron sinergia con APB se realizó multiplex 
PCR para detección de AmpCp. En 6/9 (E. coli: 4,  P. mirabilis: 1, K. pneumoniae: 1) se 
detectó la presencia del gen cmy-2, que codifica para CMY-2, enzima diseminada 
mundialmente y  prevalente en nuestro medio. Esta enzima está relacionada al gen 
AmpC de codificación cromosómica en Citrobacter freundii. (Cejas, 2012). Los tres 
aislamientos de E. coli que presentaron resultado negativo para todas las enzimas de 
tipo AmpCp ensayadas posiblemente sean hiperproductores de AmpC cromosómico 
(Perez, 2002). En la Figura 16 se observa foto de gel correspondiente a la PCR para la 
detección de estas enzimas.  
 
Figura 16. PCR para la detección de AmpC plasmídico. 
 
Calles 1, 2, 3, 5, 6, 7: aislamientos con blaCMY-2. Calle 4: control negativo. Calle 8: control positivo. 
 
 Si bien las enzimas de tipo AmpCp presentan una baja prevalencia en nuestro 
medio, siendo CMY-2 y en menor medida DHA-1 las enzimas detectadas en estudios 
previos en los que no se observó una diseminación clonal, se observó la presencia de la 
secuencia de inserción ISEcp1 asociada al gen cmy-2, lo cual provoca un alto nivel de 
expresión de la enzima (Cejas, 2012) 
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Resistencia a carbapenemes 
 
  CAPITULO II 
74 
 
Resistencia a carbapenemes 
 
 En un periodo de 4 años (2010- 2013) se recuperaron 207 aislamientos de 
enterobacterias con resistencia a carbapenemes (ERC). De ellas, el mayor porcentaje 
correspondió a aislamientos portadores de carbapenemasa de tipo KPC. La distribución 
de aislamientos según el mecanismo de resistencia se observa en la Tabla 10. 
Tabla 10. Distribución de aislamientos resistentes a carbapenemes según el mecanismo 
de resistencia.  
 
 
 
 
 Como se observa en el Grafico 4 el mecanismo de resistencia a carbapenemes 
más prevalente en el periodo estudiado fue la presencia de carbapenemasas de tipo 
KPC. Por otro lado, se observó la presencia de aislamientos esporádicos de K. 
pneumoniae portadores de OXA-163. La resistencia a carbapenemes por mecanismos 
no enzimáticos continua siendo muy baja en enterobacterias.  
 Los aislamientos portadores de metalobetalactamasa de tipo VIM-16, como se 
describirá posteriormente, fueron derivados al Hospital de Clínicas para su estudio y 
caracterización, pero pertenecieron a pacientes de un centro asistencial privado de la 
Ciudad de Buenos Aires. Durante el periodo de estudio de esta tesis no se recuperaron 
enterobacterias portadoras de metalobetalactamas en el Hospital de Clinicas de la UBA.  
 
 
 
MECANISMO DE RESISTENCIA N°/ (%) DE AISLAMIENTOS 
KPC 193 (93.2%) 
OXA- 163 5 (2.4%) 
VIM-16 3 (1.4%) 
BLEE + impermeabilidad 5 (2.4%) 
AmpC + impermeabilidad    1 (0.6%) 
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Grafico 4. Número de aislamientos portadores de enzimas de tipo KPC, OXA-163 y 
resistentes a carbapenemes por mecanismos no enzimáticos durante los semestres 
estudiados (enero 2010- diciembre 2013) 
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SERINOCARBAPENEMASAS DE TIPO KPC 
I. ERC portadoras de KPC 
 Se recuperaron 193 aislamientos de ERC portadores de carbapenemasa de tipo 
KPC, de ellos, la especie predominante fue K. pneumoniae (155), seguido por 
Enterobacter spp (34), S. marcescens (3) y E. coli (1). 
1. Ensayos fenotípicos y genotípicos de detección de carbapenemasa de tipo KPC 
en ERC. 
1.1. Ensayos fenotípicos. 
 Como se observa en la Tabla 11, los 193 aislamientos presentaron  sinergia 
positiva con APB (Figura 17) a excepción de dos aislamientos de K. pneumoniae que 
presentaron CIM de IMI: 4 µg/ml y MER: 2 y 4 µg/ml, respectivamente. La dificultad 
para visualizar la sinergia con el inhibidor puede deberse a que en estos aislamientos los 
carbapenemes presentaron halos de inhibición grandes. El kit comercial de tabletas 
Rosco tampoco permitió la detección de estos aislamientos. 
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Tabla 11. Resultados obtenidos en la deteccion fenotipica de carbapenemasa de tipo KPC. 
N° de aislamientos THM  
 
Sinergia IMI-APB-MER  
 
Sinergia tabletas Rosco 
Positivo 
Positivo  Positivo    DIP APB CXL 
K. pneumoniae (155) 155 
 
 153   
 
- 153 - 
Enterobacter spp (34) 34 
 
 34   
 
- 34 - 
S. marcescens (3) 3 
 
 3   
 
2 3 - 
E. coli (1) 1 
 
 1   
 
- 1 - 
THM: Test de Hodge modificado, DIP: ac. dipicolinico, CXL: cloxacilina 
 Por otro lado, en aquellos aislamientos en los que se observa ausencia de halos 
de inhibición a IMI y/o MER se hace necesario ajustar la distancia entre los discos, 
disminuyéndola para poder observar el efecto inhibitorio del APB. La prueba de 
inhibición con ácido borónico en aislamientos productores de AmpC es menos 
especifica debido a que este compuesto y sus derivados son también inhibidores de 
cefalosporinasas, por lo que se pueden presentar falsos positivos. Ha sido descripta 
también falla en la detección de KPC por este método en aislamientos que portan 
enzimas de tipo VIM simultáneamente (Tzouvelekis, 2012). El empleo simultaneo de 
inhibidores de AmpC como cloxacilina (CXL) ha sido propuesto como una alternativa 
frente a estos aislamientos (Giske, 2011). En el presente estudio, los 37 aislamientos de 
Enterobacter spp y Serratia spp  presentaron sinergia positiva con APB y utilizando el 
kit de discos combinados, en estos aislamientos se observó resultado positivo con APB 
y negativo con CXL. La presencia del gen blaKPC fue posteriormente confirmado por 
PCR.  Dos aislamientos de Serratia spp portadores de KPC presentaron falsos positivos 
con MER+DIP.   
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Figura 17. Detección fenotípica de carbapenemasa de tipo KPC. Sinergia IMI-APB-
MER 
 
 
 El test de Hodge modificado es la única prueba de detección fenotípica 
propuesta por el CLSI para la detección de carbapenemasas actualmente. Todos los 
aislamientos productores de KPC estudiados presentaron resultado positivo por este 
método, independientemente de la especie (Figura 18 y tabla 11). La limitación de esta 
prueba es su ineficacia para discriminar el tipo de carbapenemasa. Se han reportado 
falsos positivos en aislamientos productores de CTX-M-15 y pérdida de porinas y en 
hiperproductores de AmpC pero en los 6 aislamientos estudiados en esta tesis esta 
prueba resultó 100% específica, no observándose falsos resultados, como se describe 
más adelante. El carbapenem recomendado para realizar esta prueba es MER o ERT 
(Navarro, 2011) (Miriagou, 2010). 
Figura 18. Test de Hodge modificado 
 
 
Se observa aumento del halo 
de inhibición de IMI y MER 
en presencia del inhibidor 
(APB) ubicado en el centro de 
ambos discos de carbapenemes 
Se observa deformación del halo 
de MER donde intersecta la 
estría de la cepa productora de 
carbapenemasa.  
IMI 
APB 
MER 
  CAPITULO II 
78 
 
1.2. Detección genotípica. 
 Se observó la presencia del gen blaKPC por PCR en los 193 aislamientos  y la 
secuenciación de algunos productos de PCR (6 K. pneumoniae en el año 2010, 5 K. 
pneumoniae en 2011, y 4 E. cloacae en 2013) confirmó la detección de la variante 
alélica KPC-2, endémica en nuestro medio (Figura 19). 
 El gen blaKPC se localiza en el transposon Tn4401 que contiene 
aproximadamente 10 kb y presenta 5 isoformas que difieren en el área del promotor 
upstream blaKPC. Este transposón tiene una alta eficiencia para movilizarse y no posee 
especificidad para un determinado sitio blanco, por lo cual tiene capacidad para 
movilizarse en una gran variedad de entornos genéticos. Se lo ha identificado en 
plásmidos de diferentes grupos de incompatibilidad, como FII, L/M y N. (Mathers, 
2015 
 
Figura 19. PCR con primers específicos para blaKPC 
 
 
Calles 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9: aislamientos con blaKPC; calle 2: control negativo; calle 10: control positivo 
 
 En estudios paralelos se determinó que estos aislamientos eran similares a otros 
aislamientos pertenecientes a otros hospitales de la Ciudad de Buenos Aires  por 
electroforesis de campo pulsado (PFGE) y pertenecían al ST258. (Cejas, 2012) 
2. Evolución de la actividad in vitro de distintos antibióticos No β- lactámicos. 
 La totalidad de los aislamientos fue uniformemente resistente a todos los 
antibióticos β- lactamicos, incluyendo los carbapenemes.  
 Ciento ochenta y un aislamientos (94%) portadores de KPC se categorizaron 
como multirresistentes (MDR); en el primer semestre de 2011 se documentó un 14% de 
1000 bp 
     1   2          3       4          5        6          7         8         9       10
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aislamientos con extrema resistencia (XDR), 17% en el primer semestre de 2012 y 12 % 
en el segundo, mientras que en el año 2013 solo un 5% de los aislamientos fueron XDR. 
La extrema resistencia se  relacionó con la resistencia a TIG y/o COL mayormente. No 
se observó panresistencia (PDR) en todo el periodo analizado debido a que todos los 
aislamientos conservaron sensibilidad a al menos un antibiótico de última línea (FOS, 
TIG o COL) (Grafico 5).  
 
Grafico 5. Evolución del número de aislamientos MDR, XDR y PDR en el periodo 
estudiado 
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 Durante los años 2010 y 2011 todas las ERC con KPC fueron resistentes a CIP y 
TMS. A partir del año 2012 si bien se observó una disminución de los porcentajes de 
resistencia, esta disminución no demostró ser significativa para CIP (p: 0.7196) ni para 
TMS (p: 1) Como se observa en el Grafico 6, en los últimos años también se detectaron 
algunos aislamientos sensibles a ciprofloxacina, que podrían pertenecer a otro 
secuenciotipo distinto a ST258, como se describirá posteriormente en esta tesis.  
 
 
Periodo 
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Grafico 6. Evolución de la resistencia a antibióticos de administración oral en 
aislamientos de ERC portadores de KPC.  
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 Por otro lado, se observaron altas tasas de resistencia a aminoglucosidos, como 
se observa en el Gráfico 7, la resistencia a GEN siempre fue superior a AKN (cercana 
al 100%) en los primeros años analizados. Esta disociación no fue observada por 
algunos autores que reportan una mejor actividad de GEN frente a aislamientos KPC 
positivos (Cejas, 2012) (Tzouvelekis, 2012) (Livermore, 2012). Otros autores, sin 
embargo, presentaron porcentajes de resistencia de entre 40-55% para ambos 
aminoglucosidos (Bratu, 2005) (Castanheira, 2008). Se observó un aumento de la 
sensibilidad a ambas drogas en el último año, alcanzándose tasas de resistencia del 55% 
para GEN y de 41% para AKN. En los últimos dos años se detectaron aislamientos con 
el fenotipo AKN- sensible, GEN- resistente, estos aislamientos alcanzaron el 12% y el 
5% en los años 2012 y 2013, respectivamente. Además de esta disociación observada en 
el último bienio, también se observó un 16% de aislamientos con sensibilidad a ambos 
aminoglucósidos en el último año (2013). Este perfil de sensibilidad a ambas drogas se 
registró en mayor medida en E. cloacae.  
 Si se observa la distribución de CIM a ambos aminoglucosidos (Gráficos 8 y 9) 
se confirma lo expresado anteriormente, la mayoría de los aislamientos presentaron 
resistencia a GEN, mientras que para AKN, más del 50% mostró sensibilidad. En 
cuanto a la evolución de la resistencia en los diferentes años analizados se visualiza 
claramente el aumento del número de aislamientos sensibles a GEN y a AKN 
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especialmente en el año 2013, y en el 2012. Esta disminución si bien fue notable no es 
estadísticamente significativa: GEN (p: 0.2447) y AKN (p: 0.1431). 
 
Grafico 7. Evolución de la resistencia (%) a aminoglucósidos en los aislamientos de 
ERC portadores de  KPC.   
78
50
67
41
90
100
62,5
55
2010
2011
2012
2013
Resistencia a aminoglucosidos (%)
GEN AKN
 
 
Grafico 8. Distribución de valores de CIM a AKN en los aislamientos de ERC 
portadores de KPC  
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Grafico 9. Distribución de valores de CIM a GEN en los aislamientos  de ERC 
portadores de KPC  
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 Las variaciones en los perfiles de resistencia observados en algunos aislamientos  
podrían deberse en K. pneumoniae a la circulación de otros clones minoritarios 
diferentes al clon hiper epidémico ST258, se ha reportado la presencia de aislamientos 
pertenecientes al ST23 (Baraniak, 2011) (Qi, 2011) en el año 2013, con sensibilidad a 
aminoglucosidos y quinolonas, entre otros antibióticos no β- lactámicos.  
2.1. Resistencias emergentes a antibióticos de última línea.  
 La emergencia de aislamientos resistentes a carbapenemes, especialmente en 
nuestro medio por la presencia de carbapenemasas de tipo KPC ha generado la 
necesidad del uso de nuevos antimicrobianos como tigeciclina y de viejos como 
colistina y fosfomicina, los cuales se han convertido en casi las únicas opciones 
terapéuticas. Sin embargo, su incrementado uso, especialmente como monoterapia ha 
generado el aumento de la resistencia (Grafico 10). En este capítulo se describe la 
resistencia a tigeciclina y fosfomicina mientras que la resistencia a colistina se analizara 
en forma detallada en el capítulo III de esta tesis. 
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Grafico 10.  Evolución de la resistencia a colistina, tigeciclina y fosfomicina en ERC 
portadoras de  KPC. 
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 El aumento de la resistencia observado durante el periodo en estudio no fue 
estadísticamente significativo: COL (p: 0.2343), FOS (p: 1) y TIG (p: 0.1336) 
 
- Resistencia a Tigeciclina  
 La resistencia a tigeciclina en la familia Enterobacteriaceae ha sido descripta 
previamente (Spanu, 2012), (Rodriguez- Avial, 2012) y se propone como mecanismo 
probable la hiper expresión de algunos activadores de la bomba de eflujo AcrAB  y de 
la porina  OmpF (Ruzin, 2005).  
  El rango de CIM de TIG de los aislamientos de K. pneumoniae no portadores de 
carbapenemasas estudiados en el hospital en periodos anteriores (2006-2008) era de 0.5- 
4 µg/ml (dato no mostrado), y el porcentaje de sensibilidad del 94%. Los primeros 
aislamientos portadores de KPC de esta especie tenían un rango de CIM: 1- 2 µg/ml 
pero hasta el año 2012 no se observaron aislamientos resistentes a TIG. Como se 
observa en el Grafico 10 la resistencia a TIG fue en aumento a lo largo del periodo 
estudiado, de un 12.5% en el año 2012 a un 18% en el 2013. Es relevante destacar que 
se observó un alto porcentaje de aislamientos de Enterobacter cloacae resistentes a esta 
droga.  A pesar de que la resistencia a TIG no supera aun el 20%, es importante destacar 
que en el año 2013 el 60% de los aislamientos portadores de KPC (K. pneumoniae y 
Enterobacter spp) presentó valores de CIM > 1 µg/ml y < 4 µg/ml, comparado con un 
28% en el año anterior, por lo que se observa un corrimiento de la CIM a valores de 
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sensibilidad intermedia.  En estudios reportados de sensibilidad de TIG frente a 
diferentes especies y mecanismos de resistencia, en aislamientos de K. pneumoniae  y 
Enterobacter spp multiresistentes, el porcentaje de sensibilidad fue de 63.6% y de 80%, 
respectivamente, utilizando el punto de corte del EUCAST (Kelesidis, 2008) 
- Heteroresistencia a tigeciclina  
 En la Tabla 12 se observan los valores de CIM de TIG cuando se utilizó un 
inoculo de 10
6 
UFC/ml y los valores obtenidos al aumentar el inoculo (10
10 
UFC/ml), en 
este caso el aumento del inoculo empleado no aumento significativamente el valor de la 
CIM, solo en 2 aislamientos se detectó un aumento ≥ 3 diluciones. Este comportamiento 
es diferente a lo observado para colistina, como se describe posteriormente. 
 A pesar de que no existen reportes de aislamientos de enterobacterias con 
subpoblaciones heteroresistentes a tigeciclina en el presente trabajo se detectó la 
presencia de subpoblaciones resistentes en 15/16 (94%) aislamientos que crecieron en la 
placa conteniendo TIG en concentración de 4 µg/ml y en 9/16 (56%) en la placa de TIG 
en concentración de 8 µg/ml. La asociación con COL mostro inhibición de las 
subpoblaciones resistentes en 10/15 con TIG 4 µg/ml y en solo 2/9 aislamientos con 
TIG 8 µg/ml independientemente del valor de la CIM de TIG. Todos los aislamientos 
eran sensibles a COL. La diferente actividad inhibitoria observada con las dos 
concentraciones de TIG ensayadas podría deberse a que TIG en soledad en 
concentración de 8 µg/ml produce una fuerte inhibición del crecimiento de  las 
subpoblaciones resistentes por lo que no se observa una mejor actividad con el agregado 
de COL.  
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Tabla 12.  Sensibilidad a TIG y frecuencia de subpoblaciones resistentes a TIG en los 
16 aislamientos de K. pneumoniae portadores de KPC sensibles a colistina 
N 
CIM de TIG (µg/ml)   Frecuencia de subpoblaciones resistentes 
Inoculo (UFC/ml)  
TIG 4 TIG 8 
TIG 4/COL 
4 
TIG 8/COL 
4 
COL 4 
 
106 1010  
1 1 2 2.10-3 1,4.10-8 ≤ 2.10-9. ≤ 2.10-9. 2,8.10-6  
2 1 2 2.10-3 1,4.10-8 ≤ 2.10-9. ≤ 2.10-9. 4.10-4  
3 4 2 2.10-3 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9. ≤ 2.10-9. 4.10-4  
4 2 2 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9. ≤ 2.10-9. 4.10-4  
5 1 8 4.10-8 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9. ≤ 2.10-9. 4.10-4  
6 1 1 1.10-7 1.10-7 ≤ 2.10-9. ≤ 2.10-9. 4.10-4  
7 1 2 2.10-3 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9. ≤ 2.10-9. 4.10-4  
8 2 4 2.10-3 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9. ≤ 2.10-9. 3,2.10-6  
9 2 2 2.10-3 4.10-7 1.10-7 ≤ 2.10-9. 8.10-6  
10 4 4 2.10-3 ≤ 2.10-9 1.10-7 ≤ 2.10-9. 4.10-4  
11 2 32 2.10-3 8.10-8 ≤ 2.10-9. ≤ 2.10-9. 4.10-4  
12 2 2 2.10-3 4.10 ≤ 2.10-9. ≤ 2.10-9. 4.10-4  
13 1 1 2.10-4 1.10-8 ≤ 2.10-9. ≤ 2.10-9. 3,2.10-6  
14 1 4 2.10-3 4.10 ≤ 2.10-9. ≤ 2.10-9. 4.10-4  
15 0.25 1 8.10-9  2.10-9 ≤ 2.10-9. ≤ 2.10-9. 8.10-6  
25 0.06 0.5 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9. ≤ 2.10-9. 4.10-4  
ATCC 1 4 4.10-4 4.10
-4 
1.10-7 ≤ 2.10-9. 4.10-4 
Límite de detección: ≤ 2.10-9.  
TIG 4: tigeciclina 4 µg/ml; TIG 8: tigeciclina 8 µg/ml; COL 4: colistina 4 µg/ml; TIG 4/COL 4: 
tigeciclina 4 µg/ml/colistina: 4 µg/ml; TIG 8/COL 4: tigeciclina 8 µg/ml /colistina 4 µg/ml. 
 
 
- Resistencia a fosfomicina 
 La resistencia a este antimicrobiano puede ser cromosómica (por  mutaciones  en 
alguno de los dos sistemas de transporte, GlpT y/o UhpT o por la presencia de una 
enzima modificante) o plasmídica (por modificaciones enzimáticas en la molécula) 
(Michalopoulos, 2011). Fosfomicina no debe ser usada en monoterapia por su habilidad 
para seleccionar mutantes resistentes durante el tratamiento (Endimiani, 2010) 
(Samonis, 2012). 
 Se suelen observar altas tasas de sensibilidad a FOS, superiores al 80% en 
aislamientos productores de KPC tantos sensibles como resistentes a antibióticos de 
última línea como colistina y tigeciclina (Endimiani, 2010). En el hospital, la resistencia 
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no superó el 10% en ninguno de los periodos como se observa en el Grafico 10, si bien 
no es una droga de uso habitual en las salas de internación.  
 
3. Epidemiologia de los aislamientos de ERC portadores de KPC. 
 En el Hospital de Clínicas el primer aislamiento portador de carbapenemasa de 
tipo KPC fue un aislamiento de K. pneumoniae  que se recuperó en el mes de enero del 
año 2010 y correspondió a una paciente con infección post- quirúrgica de columna 
vertebral. En el primer semestre de ese año, se recuperaron otros 8 aislamientos de K. 
pneumoniae con KPC, que se distribuyeron en diferentes salas del hospital (Cirugía, 
Clínica Médica (CM), Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), Urología y Consultorio 
Externo (EXT) y a partir de allí se observó un aumento gradual hasta llegar a un pico de 
61 aislamientos en el primer semestre del año 2013. La distribución semestral del 
número de aislamientos con  KPC junto con las especies en las cuales fue hallada se 
observa en el Grafico 11.   
Grafico 11. Numero de aislamientos semestrales portadores de carbapenemasa de tipo 
KPC (2010-2013) 
9 9 7
7
15
26
41 41
4 2 2
19
7
3 1
0
10
20
30
40
50
1er sem
2010
2do sem
2010
1er sem
2011
2do sem
2011
1er sem
2012
2do sem
2012
1er sem
2013
2do sem
2013
N
R
O
 D
E
 A
IS
L
A
M
IE
N
T
O
S
 
PERIODO
DISTRIBUCION DE AISLAMIENTOS SEGUN ESPECIE (n: 193)
K. pneumoniae
Enterobacter spp
S. marcescens
E. coli
 
 A partir del segundo semestre del año 2011 se recuperaron los primeros 
aislamientos portadores de KPC en otras enterobacterias distintas de K. pneumoniae, 
así, se detectó la presencia de KPC en 4 aislamientos de Enterobacter cloacae. En el 
año 2012 se detectó en Serratia marcescens y en año 2013 en Escherichia coli. 
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Actualmente, Enterobacter spp es la segunda enterobacteria portadora de KPC, siendo 
E. cloacae la especie más frecuente. La distribución de aislamientos en las principales 
salas de internación se observa en el Grafico 12 y el origen de las muestras en el 
Grafico 13. 
 El mayor número de pacientes con aislamientos con KPC se observó en CM, el 
servicio con el mayor número de camas, en donde el porcentaje de aislamientos  superó 
el 45% en los últimos semestres y en UCI, en donde en el año 2012 se alcanzó el 30% y 
en el segundo semestre del 2013 el 35%. El tercer servicio en orden decreciente en 
donde se aislaron enterobacterias con KPC fue Cirugía.  
Grafico 12. Distribución semestral de pacientes con ERC portadoras de KPC según sala 
de internación. 
 
  Como puede observarse en el gráfico 13, el mayor número de aislamientos con 
KPC se recuperó de muestras de orina (77%), en un porcentaje alto se trató de pacientes 
que ingresaron por Consultorio Externo o por Guardia y frecuentemente estos episodios 
fueron documentados como colonizaciones; el segundo espécimen clínico fue sangre 
(42%), seguido por materiales quirúrgicos (hueso, músculo, abscesos) (30%) y muestras 
respiratorias (27%). 
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Grafico 13. Origen de los especímenes clínicos en los aislamientos de ERC portadores 
de KPC.  
 
 
3.1. Evaluación clínica y microbiológica de aislamientos de ERC portadores de 
KPC. 
 Durante el periodo 2010-2012 se analizaron un total de 84 aislamientos de ERC 
portadoras de KPC, 38 (48%) fueron considerados infecciones y 46 colonizaciones. La 
colonización extraintestinal correspondió en mayor medida a aislamientos urinarios 
(44%), sangre y catéteres venosos, materiales respiratorios y quirúrgicos (Grafico 14). 
Grafico 14. Distribución de infecciones y colonizaciones extraintestinales en el periodo 
enero 2010- diciembre 2012. 
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 Del análisis de las infecciones se destaca que todos los episodios estuvieron 
asociados a los cuidados de la salud, el 79% (30/38) fueron infecciones nosocomiales y 
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el 21% (8/38) fueron infecciones en pacientes con antecedentes de internaciones 
previas. El 60% de los episodios (21/38), fueron diagnosticados durante las primeras 4 
semanas de internación y 8/21 (35%) al momento del ingreso. El promedio de días de 
internación hasta el aislamiento de la ERC portadora de KPC fue de 30 días (rango: 0-
226 días). Veinte de 36 pacientes (56%) fueron hombres con un promedio de edad de 63 
años (rango: 16- 86 años). Las comorbilidades más frecuentes fueron: diabetes: 19%, 
insuficiencia renal crónica: 22%, tumores sólidos: 36% y enfermedades onco-
hematológicas: 17%. Se detectó la presencia de otras patologías como lupus eritematoso 
sistémico, hepatitis autoinmune, infección por virus HIV, gota, EPOC, úlcera duodenal, 
fístula entero cutánea, hipotiroidismo. El 17% de los pacientes había recibido 
tratamiento inmunosupresor (quimioterapia, tratamiento pos trasplante renal,  
glucocorticoides). 
  Los focos infecciosos fueron: 19/38 (50%) infección del sitio quirúrgico, de 
estos el 58% fue asociado a cirugía abdomino-pelviana (2 con bacteriemia secundaria), 
8/38 (21%) infección urinaria (3 con bacteriemia secundaria), 8/38 (21%) bacteriemias: 
4 fueron  asociadas a catéter venoso central y 4 bacteriemias sin foco; 2/38 (5%) 
neumonía asociada a ventilador y 1/38 (3%) peritonitis asociada a diálisis peritoneal.  
 En 36/38 episodios (95%) existía el antecedente de tratamiento antibiótico 
previo. Los antibióticos administrados fueron: vancomicina, carbapenemes, 
piperacilina-tazobactam, ciprofloxacina y polimixina como monoterapia o terapia 
combinada. 
 De los 36 pacientes, 21 fallecieron (58%), la mortalidad dentro del mes de 
tomada la muestra fue del 81% (17/21), entre los 30 y 90 días de tomada la muestra 
fallecieron 3/21(14%) y 1/21 (5%) luego de los 3 meses (de Gregorio, 2013) 
 Las mayores tasas de mortalidad correspondieron a los pacientes con 
bacteriemias primarias en los que no se pudo esclarecer el foco, seguido en frecuencia 
por las infecciones del sitio quirúrgico gastroenterológicas y las infecciones urinarias. 
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II. Klebsiella pneumoniae portadora de KPC. 
1. Actividad “in vitro” de distintos antibióticos. 
 Como se dijo anteriormente y se observa en la Tabla 13, todos los aislamientos 
fueron uniformemente resistentes a todos los antibióticos β- lactámicos, incluyendo los 
carbapenemes. Sin embargo, a partir del año 2012 y especialmente en el 2013 se 
comenzó a observar que algunos aislamientos presentaban sensibilidad disminuida a 
cefalosporinas de espectro extendido, mayormente a FEP y CAZ. Asimismo, también se 
detectaron aislamientos de K. pneumoniae con CIM de cefoxitina ≤ 8 µg/ml, en un 
porcentaje que alcanzo el 30% en el año 2013 (dato no mostrado). Respecto a los 
carbapenemes, ERT demostró ser el carbapenem más sensible a la hidrolisis por la 
enzima, pero por otro lado es poco especifico como indicador de presencia de KPC ya 
que los aislamientos productores de AmpC o productores de BLEE (en nuestro medio y 
en la actualidad con mayor frecuencia de tipo CTX-M-15) con alteraciones de la 
permeabilidad, presentan CIM de ERT mayores que las de IMI o MER. Los 
aislamientos presentaron valores de CIM50: 32 µg/ml para IMI y MER, sólo dos 
aislamientos, como se mencionó anteriormente, presentaron valores de CIM bajos a 
ambos carbapenemes. El rango de CIM a carbapenemes en K. pneumoniae productora 
de KPC es variable, fluctuando desde valores de sensibilidad a valores de CIM 
elevados, en esta última situación se propone que el alto nivel de resistencia puede 
deberse a la presencia de un alto número de copias del gen blaKPC o a la pérdida de las 
porinas de membrana OmpK35 y/o OmpK36. (Patel, 2013). El rango de CIM para los 
carbapenemes en los últimos dos años (2012, 2013) fue ERT: 4- > 64µg/ml, IMI: 2 > 64 
µg/ml y MER: 1- >64µg/ml, observándose aislamientos que presentan valores de CIM 
más bajas que las observadas en nuestro hospital durante los años 2010 y 2011. 
Respecto a los antibióticos no β- lactamicos, como se dijo anteriormente, se observó en 
general resistencia asociada a la mayoría de ellos, solo FOS, TIG y COL mantuvieron 
porcentajes de resistencia ≤ 30 %.  
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Tabla 13. Actividad  de diferentes antimicrobianos expresada como CIM50, CIM90, 
rango de CIM y porcentajes de resistencia frente a 60 aislamientos de K. pneumoniae 
portadores de  KPC. (Período 2010- 2011) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PTZ: piperacilina-tazobactam, FOX: cefoxitina, CRO:ceftriaxona, CAZ: ceftazidima, FEP:cefepime, IMI: imipenem, 
MER: meropenem, ERT: ertapenem, AKN: amikacina, GEN: gentamicina, COL: colistina, MIN: minociclina, TIG: 
tigeciclina, RIF: rifampicina, CIP: ciprofloxacina, CLO: cloranfenicol, FOS: fosfomicina 
 
 
2. Tipificación molecular de los aislamientos de K. pneumoniae portadores de KPC. 
 Los 29 aislamientos estudiados fueron indistinguibles genotípicamente. Se 
observó la presencia de un tipo clonal mayoritario (I), con subclones (Ia, Ib y Ic) y de 
dos tipos clonales minoritarios (II y III) (Figura 20).  
 
 
 
                                    CIM (µg/ml)                               
ATB 50% 90% RANGO  % R 
PTZ 32 >64 32- >64 100 
FOX 32 >64 32- >64 96.2 
CRO >64 >64 64- >64 100 
CAZ >64 >64 64- >64 100 
FEP 64 >64 32- >64 100 
IMI 32 >64 4- >64 100 
MER 32 >64 2- >64 100 
ERT 64 >64 4- >64 100 
AKN 32 32 1- 64 68 
GEN 64 >64 0,5 - >64 92 
COL 1 16 0,25- 64 30 
MIN 8 8 2- 8 73 
TIG 1 2 1-2 0 
RIF 64 64 32- >64 100 
CIP >64 >64 16- >64 100 
CLO >64 >64 32- >64 100 
FOS 16 64 2 - >64 11.5 
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Figura 20.  Dendograma correspondiente a aislamientos de K. pneumoniae portadores 
de KPC. 
 
 Los aislamientos de K. pneumoniae portadores de carbapenemasa de tipo KPC 
mostraron un fenómeno de diseminación clonal a nivel mundial. El ST asociado es el 
ST258, el cual es parte del complejo clonal 258 (CC258) que incluye 96 STs. Además 
del clon dominante ST258, se encontraron SLVs ST512, ST340 y ST11, (Mathers, 
2015).  Los clones definidos de “alto riesgo” son aquellos que se distribuyen 
globalmente y muestran una importante habilidad para colonizar, diseminarse y persistir 
en diferentes nichos, además han adquirido capacidades adaptativas que incrementan su 
patogenicidad y sobrevida junto con la adquisición de determinantes de resistencia 
antibiótica. (Pitout, 2015). En Argentina el gen blaKPC primero se aisló esporádicamente 
Ia 
Ib 
Ic 
II 
III 
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durante los años 2008-2009 en diferentes enterobacterias de regiones geográficas 
distantes portando plásmidos de diferentes grupos de  incompatibilidad y luego  a partir 
de agosto del año 2009 se observó la expansión clonal de K. pneumoniae  ST258 
portadora de blaKPC  en el transposón Tn 4401a en el ámbito hospitalario (Gomez, 2011). 
En el año 2014 se documentó un aislamiento de K. pneumoniae portador de KPC en un 
hospital de la ciudad de Buenos Aires perteneciente al ST23, el cual constituye un clon 
virulento en el sudeste asiático y otras regiones geográficas. (Cejas, 2014) 
3. Secuenciotipos de K. pneumoniae con KPC con cambios en el perfil de 
sensibilidad a los antimicrobianos. 
 A partir del año 2013 se observó la emergencia de aislamientos de K. 
pneumoniae portadores de KPC con un perfil de sensibilidad diferente al habitual; a 
diferencia de  los aislamientos pertenecientes al ST258 globalmente distribuidos y 
previamente descriptos en esta tesis, estos aislamientos, de aparición esporádica, 
presentaban sensibilidad a dos o más familias de antimicrobianos incluyendo entre ellas 
a aminoglucosidos, fluorquinolonas y trimetoprima- sulfametoxazol.  
 Durante el periodo enero 2010- marzo 2015 se recuperaron 226 aislamientos de 
K. pneumoniae con KPC pertenecientes a pacientes admitidos en el hospital, de los 
cuales 197 eran multiresistentes y 29 presentaban un perfil de mayor sensibilidad 
comparado con años anteriores (Grafico 15) 
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Grafico 15. Distribución de los aislamientos de K. pneumoniae con KPC según su perfil 
de sensibilidad a los antibióticos no β- lactamicos. Periodo: 2010- 1er trimestre 2015. 
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 De los 29 aislamientos se seleccionaron 13 al azar para su caracterización 
molecular. En ellos se observó resistencia a todos los antibióticos β- lactamicos y 
diferentes perfiles de sensibilidad a los antibióticos No β-lactamicos como se muestra 
en la Tabla 14  
 Como se observa en la Figura 21 y en la Tabla 14 se detectaron 10 pulsotipos 
diferentes por PFGE y el  MLST reveló la presencia de secuenciotipos distintos al 
ST258 en aquellos aislamientos que presentaron diferentes perfiles de sensibilidad, 
estos aislamientos no parecen tener un comportamiento epidémico como los 
pertenecientes al ST258 y esta emergencia del gen blaKPC en diferentes cepas de K. 
pneumoniae podría corresponder a la diseminación horizontal de los plásmidos que lo 
portan. Se cree que la diseminación exitosa de K. pneumoniae ST258 estaría relacionada 
con la presencia del gen blaKPC en plásmidos IncF y de factores inherentes al 
cromosoma de este clon de alto riesgo. (Mathers, 2015)(Nastro, 2015)
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  Tabla 14. Características fenotípicas y genotípicas de los aislamientos de K. pneumoniae con KPC-2 
 
N AÑO 
PERFIL DE SENSIBILIDAD 
blaKPC-2 
PULSO 
TIPO 
SEQUENCIO 
TIPO PTZ CRO CAZ FEP IMI MER GEN AKN CIP TMS COL 
145 2010 R R R R R R R R R R S + 1 258 
57770 2010 R R R R R R R R R R S + 1 258 
57810 2010 R R R R R R R R R R R + 1 258 
560 2010 R R R R R R R R R R S + 3 15 
80354 2013 R R R R R R S S R R S + 10 392 
70822 2013 R R R R R R S S R R S + 10 392 
70233 2013 R R R R R R S R R R S + 8 392 
85966 2014 R R R R R R S R S S S + 2 11 
2252 2014 R R R R R R S S R R S + 5 1458 
85601 2014 R R R R R R S S S S S + 7 17 
86124 2014 R R R R R R S S R R S + 9 392 
81339 2014 R R R R R R R S S R S + 4 551 
86207 2014 R R R R R R S S S S S + 6 502 
   R: resistente, S: sensible, ND: no determinad
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Figura 21. Foto de XbaI-PFGE y dendograma correspondiente a los 13 aislamientos de 
K. pneumoniae con KPC-2.  
 
 Previamente se han descripto previamente otros STs diferentes a ST258 
pertenecientes al CC258  en K. pneumoniae con KPC: ST11 en Asia mayormente y en 
América Latina, ST512 en Colombia, Italia, Israel y España y ST340 en Brasil y Grecia. 
Como se dijo anteriormente en esta tesis, en Argentina en el año 2014 se reportó la 
presencia del ST23 en K. pneumoniae con KPC. (Cejas, 2014). ST147 es un clon 
emergente de alto riesgo que fue identificado en Grecia y también está asociado al gen 
blaKPC, pero también se ha visto su asociación con blaVIM, blaNDM, y blaOXA-181 en 
diferentes países europeos y asiáticos. (Pitout, 2015); asimismo el ST392 al cual 
correspondieron 4 de los aislamientos analizados del año 2013 fue reportado por 
primera vez en China (Yang, 2013) en KPC-2, ya que se había visto involucrado en la 
diseminación de blaOXA-48 previamente. 
 Como se mencionó, a pesar de que es innegable la habilidad del ST258 para 
diseminarse exitosamente, se desconocen los motivos particulares del éxito del ST258 y 
su asociación con determinados plásmidos de resistencia. Por el momento no parecería 
que exista la posibilidad de que los aislamientos de K. pneumoniae con KPC 
pertenecientes a otros STs tengan una alta capacidad de diseminación, dado que, como 
puede observarse, estos aislamientos siguen siendo minoritarios y de aparición 
esporádica dentro de la endemia causada por el ST258.  
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III. Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae portadores de KPC.  
1. Análisis comparativo de las características epidemiológicas y microbiológicas de 
los aislamientos. 
 Los organismos productores de KPC son recuperados mundialmente y la 
mayoría de los brotes han sido causados por Klebsiella pneumoniae ST 258. (Walsh, 
2010), aunque se han comunicado brotes asociados a E. cloacae (Qin, 2014) (Haraoui, 
2013) (Lo, 2010). En esta tesis previamente se describió el primer aislamiento de K. 
pneumoniae con KPC en el año 2010, mientras que recién en el segundo semestre del 
año 2011 se recuperó el primer aislamiento de E. cloacae portador de esta 
carbapenemasa. La presencia del gen blaKPC en otros miembros de la familia 
Enterobacteriaceae también ha sido descripta, en Serratia marcescens, Enterobacter 
aerogenes y Escherichia coli, esporádicamente. (Luo, 2014).  
 Durante el período agosto 2012- diciembre 2013 se recuperaron 388 
aislamientos de K. pneumoniae y 140 de E. cloacae. Ciento cuatro aislamientos de  K. 
pneumoniae (27 %) y 28 de  E. cloacae (20%) fueron productores de KPC. Las curvas 
epidemiológicas de los aislamientos extraintestinales de K. pneumoniae  y E. cloacae 
con KPC se muestran en el Grafico 16.  
Grafico 16. Numero de aislamientos extraintestinales mensuales de K. pneumoniae y E. 
cloacae con KPC.  
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  Las diferentes características microbiológicas y epidemiológicas de los 
aislamientos de K. pneumoniae y E. cloacae con KPC se presentan en la Tabla 15. 
 No se observaron diferencias significativas entre ambos grupos, salvo en el 
origen de los aislamientos, los aislamientos de K. pneumoniae se aislaron más 
frecuentemente de muestras de orina que E. cloacae y en la resistencia asociada a otros 
antibióticos NO β- lactamicos como AKN, COL y TIG, la resistencia a  AKN y COL 
fue significativamente mayor en K. pneumoniae con KPC, mientras que la resistencia 
asociada a TIG en E. cloacae con KPC alcanzo el 82.4%, comparado con 51.5% en K. 
pneumoniae. La resistencia a COL se observó exclusivamente en los aislamientos de K. 
pneumoniae y como consecuencia de la presión de selección ejercida por el incremento 
del uso de esta droga en los últimos años, como se detalla posteriormente en esta tesis, 
situación que representa una clara ventaja comparativa. En cuanto a TIG, aunque los 
porcentajes de resistencia en E. cloacae fueron llamativamente mayores que en K. 
pneumoniae, el impacto clínico no es tan significativo dado que esta droga no es un 
antimicrobiano de uso frecuente en este hospital. 
 Por otro lado, 108 K. pneumoniae and 33 E. cloacae productores de KPC 
respectivamente, fueron recuperados de 875 hisopados anales. El porcentaje de 
colonización rectal fue significativamente mayor en K. pneumoniae con KPC que en E. 
cloacae con KPC.  
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Tabla 15.  Características microbiológicas y epidemiológicas de los aislamientos de K. 
pneumoniae y E. cloacae 
Variable 
EcKPC 
(N: 28) 
KpKPC 
(N: 104) 
p 
Edad, media (años) 63.1 54  NS
* 
Género femenino, media 50 44 NS 
Estadía media en UCI (dias) 22 29 NS 
Estadía media de hospitalización previa al aislamiento de  KPC (dias) 42 47 NS 
Tratamiento previo con carbapenemes (%) 33 46 NS 
Colonización rectal  (%) 3.7 12.3 0.01 
Pacientes infectados/pacientes colonizados (N) 0.46 0.5 NS 
Mortalidad (%) 37.5 38.4 NS 
Aislamiento clinico:    
orina (%) 4.5 24 0.04 
sangre (%) 23.1 16.6 NS 
Aislamientos extraintestinales/total de aislamientos (%) 17 21.6 NS 
Presencia de blaKPC-2 (%) 100 100 NS 
CIM meropenem  >16µg/ml (%) 50 66 NS 
Resistencia asociada (%):    
amikacina 3.8 53.1 < 
0.0001 
gentamicina 88.5 71.6 NS 
colistina 0 22 0.01 
tigeciclina 82.4 51.5 0.01 
Similitud genetica  1 clon 1 clon NS 
*NS: no significativa. 
  La incidencia de los aislamientos de K. pneumoniae con KPC comparada 
con E. cloacae fue aproximadamente 3 a 1 y fue observado tanto en los aislamientos 
extraintestinales como en los cultivos de vigilancia. La capacidad de  K. pneumoniae  de 
alcanzar las localizaciones extraintestinales fue dos veces mayor a la de E. cloacae, en 
este estudio se obtuvieron valores similares a los comunicados por Borer, (Borer, 2012). 
Sin embargo, la tasa infección/colonización y la mortalidad asociada a la presencia de la 
carbapenemasa son comparables en ambas especies. 
 Como se dijo anteriormente, en la mayoría de las variables epidemiológicas 
estudiadas no se observaron diferencias significativas entre ambos bacilos Gram- 
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negativos; valores similares fueron observados también en las variables demográficas, 
de hospitalización y en el porcentaje de pacientes colonizados que desarrollaron 
infección, así como en las tasas de mortalidad y en el tratamiento previo con 
carbapenemes. Estas variables también fueron estudiadas por otros autores y algunos de 
ellas, como la mortalidad mostraron datos similares a los comunicados por Falagas en 
aislamientos de K. pneumoniae portadores de KPC-2. (Marchaim, 2008) (Falagas, 
2007), (Lo, 2010) 
 K. pneumoniae ST258 con KPC demostró poseer capacidad de transmisión 
persona a persona y de diseminación en los diferentes hospitales de nuestra ciudad 
(Cejas, 2012). 
 Contrariamente a lo descripto por Haroui (Haraoui, 2013) y Bratu (Bratu, 2007), 
el gen blaKPC-2 se detectó en todos los aislamientos de E. cloacae. Aunque la mayoría de 
los estudios de brotes causados por E. cloacae con KPC fueron policlonales (Haraoui, 
2013) (Dai, 2013), en este estudio, en coincidencia con Qin (Qin, 2014), todos los 
aislamientos fueron indistinguibles genéticamente por OD- PCR. Cabe destacar que el 
perfil de bandas obtenido fue diferente al de aislamientos provenientes de otros centros 
de la ciudad de Buenos Aires. Los aislamientos de E. cloacae portadores de KPC 
tendrían una menor eficiencia para diseminarse entre centros médicos, este 
comportamiento no había sido descripto aun.  
 
CARBAPENEMASAS DE CLASE B 
 
 En el año 2011 fueron remitidos 7 aislamientos de Serratia marcescens 
resistentes a carbapenemes para su estudio al Hospital de Clínicas José de San Martin. 
Los aislamientos provenían de un centro asistencial de la Ciudad de Buenos Aires y 
pertenecían a 3 pacientes internados en la unidad de cuidados intensivos neonatal y 
habían sido recuperados en el periodo julio- septiembre de 2011. Los datos clínicos y 
epidemiológicos de los pacientes se presentan en la Tabla 16.  
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Tabla 16. Datos clínicos y epidemiológicos de  los pacientes. 
 
 
Paciente 
 
fecha de 
admisión 
Fecha de 
aislamiento 
Enf. de base 
Portación 
intestinal 
Muestra* 
Infección / 
colonización 
Tratamiento Evolución 
1 
 
24-7-11 
 
24-7-11 Cardiopatía 
congenita 
si 
 
TR, orina, 
sangre,HA 
I 
 
CIP-COL 
 
falleció 
 
2 18-7-11 4-8-11 desconocida si TR-HA I LEV-AKN favorable 
3 27-6-11 8-8-11 desconocida si HA C - - 
* extraintestinal, TR: tracto respiratorio; HA: hisopado anal, I:infeccion, C: colonización, CIP: ciprofloxacina, COL: colistina, LEV: levofloxaciina, AKN: amikacina 
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 Los 7 aislamientos presentaban resistencia a la mayoría de los antibióticos β-
lactámicos: ampicilina y AMC (CIM ≥ 32 µg/ml), FOX y CRO (CIM ≥ 64 µg/ml), 
CAZ, IMI y MER (CIM ≥ 16 µg/ml), excepto aztreonam (CIM: 0.125 µg/ml). Los 
aislamientos además era resistentes a gentamicina y amikacina (CIM ≥ 16 µg/ml), 
minociclina (CIM: 8µg/ml), rifampicina (CIM ≥ 64 µg/ml) y sensibles a ciprofloxacina 
(CIM: 0.25 µg/ml). 
 Todos los aislamientos presentaron sinergia IMI- EDTA-MER (Figura 22) y 
test de Hodge modificado positivo. Ninguno de ellos presento sinergia con APB,  y el 
kit “KPC + MBL Confirm Pack” dio resultado positivo con MER+DIP, MER+CXL y 
MER+APB confirmándose fenotípicamente la presencia de una MBL. 
Figura 22. Detección fenotípica. Sinergia IMI-EDTA-MER 
 
 Se detectó la presencia de una enzima de tipo VIM por multiplex PCR para 
carbapenemasas, a la vez que se descartó la presencia de otra carbapenemasa y luego se 
confirmó con PCR con primers específicos para blaVIM.  (Figura 23). 
 
 
 
 
 
Se observa sinergia positiva (deformación 
del halo de inhibición de IMI y MER) 
frente al disco de EDTA que actúa como 
inhibidor de  la MBL.  Debajo se observa 
un disco de aztreonam, los aislamientos 
productores de MBL muestran sensibilidad 
a este antimicrobiano 
IMI MER 
ATM 
EDTA 
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Figura 23. PCR con primers específicos para blaVIM 
 
Calles 1, 2, 3, 5, 6, 7: aislamientos portadores de blaVIM, calle 4: control negativo,  
calle 8: control positivo. Calle 9: marcador de PM 
  
 Como fue previamente mencionado, se detectó la presencia de la enzima VIM-
16 en todos los aislamientos. Esta enzima, variante de VIM-2, se encontró formando 
parte de un integrón de clase I. No se detectó la presencia de enzimas de tipo CTX-M o 
PER. Se comprobó que los aislamientos eran parte de un brote nosocomial por REP- 
PCR ya que todos los aislamientos fueron indistinguibles genotípicamente (Figura 24). 
 
Figura 24. Corrida en gel de agarosa de REP-PCR 
 
Calles 1, 2 y 3: aislamientos portadores de blaVIM ,  
calle 4: cepa S. marcescens no relacionada,  
calle 5: cepa K. pneumoniae, calle 6: marcador de PM 
1          2          3          4           5           6 
600 pb 
1        2        3        4        5       6         7        8         9 
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 En el año 2005 se reportó en Venezuela un aislamiento de K. pneumoniae 
portador de VIM-5 (Marcano, 2007) y posteriormente en Brasil, también en la misma 
especie bacteriana se aisló la enzima IMP-1 (Penteado, 2009). En nuestro país, hubo 
reportes esporádicos de aislamientos de enterobacterias productoras de MBL, en el año 
2008 se detectó la enzima VIM-2 en Providencia rettgeri y la enzima IMP-8 en 
Enterobacter cloacae aislados de dos centros asistenciales de la Provincia de Buenos 
Aires. (Gomez, 2010) y luego en uno de estos centros entre los años 2008 y 2011 se 
detectaron 5 aislamientos más, también portadores de la enzima IMP-8 en E. cloacae, 
Klebsiella oxytoca y Citrobacter freundii, los aislamientos no estaban relacionados 
genéticamente. (Togneri, 2013) 
 
CARBAPENEMASAS  DE CLASE D  
 En Argentina en el año 2008 se reportaron los primeros aislamientos de OXA-
163, enzima que difiere de OXA-48 por una sustitución en un aminoácido junto con la 
deleción de 4 aminoácidos, en K. pneumoniae y E. cloacae en un centro asistencial de la 
Ciudad de Buenos Aires. Los aislamientos eran resistentes a CEE, a diferencia de los 
aislamientos productores de OXA-48, y uno de ellos presentaba resistencia a ERT 
(CIM: 2 µg/ml), mientras que el otro mostraba sensibilidad a los carbapenemes. Ambos 
eran resistentes a fluoquinolonas y aminoglucosidos. (Poirel, 2011) (Martinez-Martinez, 
2014) 
 Como se dijo anteriormente, OXA-163 compromete la actividad de las 
cefalosporinas de espectro extendido pero posee un bajo nivel de hidrolisis sobre los 
carbapenemes, a diferencia de otras OXA-48-like β- lactamasas, por lo cual no sería 
considerada una carbapenemasa pura sino una β-lactamasa de espectro extendido. 
(Poirel, 2015) 
 En este estudio se recuperaron solo 5 aislamientos esporádicos de K. 
pneumoniae portadores de OXA- 163, todos los aislamientos presentaron resistencia a 
CEE y ERT y ausencia de sinergias con inhibidores. Como se observa en la Tabla 17, 
se obtuvieron 2 falsos positivos con las tabletas combinadas con MER+ DIP, resultado 
también obtenido por otros autores; esta falsa sinergia podría estar relacionada con el 
efecto que presentan los quelantes de iones sobre las enzimas de tipo OXA, efecto que 
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se ha observado en el análisis de oxacilinasas con EDTA, pero que no había sido 
reportado en enterobacterias, sí en Acinetobacter spp (Giske, 2011). Si bien el número 
de aislamientos estudiados fue muy reducido, este método comercial no demuestra 
buena especificidad para la detección de este mecanismo de resistencia.  
 El rango de CIM a carbapenemes fue < 1- 16 µg/ml, sólo un aislamiento 
presentó sensibilidad a IMI. El test de Hodge fue positivo en 4/5 aislamientos y la 
confirmación molecular por multiplex PCR permitió la detección del gen blaOXA que por 
secuenciación se identificó como OXA-163. En ninguno de los pacientes el aislamiento 
fue jerarquizado como causante de infección.  
Tabla 17. Descripción microbiológica de los 5 aislamientos portadores de 
carbapenemasas de clase D. 
DIP: ac. dipicolinico, CXL: cloxacilina, neg: negativo, pos: positivo 
  
 La detección de estas enzimas se realiza básicamente por técnicas moleculares 
debido a la ausencia de métodos fenotípicos ya que no existen inhibidores específicos 
para estas enzimas. El alto nivel de resistencia a temocilina ha sido propuesto como un 
indicador de sospecha de carbapenemasas de clase D, pero se observó buena correlación 
solamente en aislamientos portadores de enzimas de tipo OXA-48-like que presentaron 
alto nivel de hidrolisis sobre carbapenemes. OXA-163 que no presenta actividad de 
carbapenemasa y OXA- 232 que posee baja hidrolisis de carbapenemes hidrolizan 
pobremente temocilina, por lo cual dada la actual epidemiologia de nuestro medio el 
disco de temocilina no representaria un método de screening útil para la detección de 
estas enzimas. (Poirel, 2015) El test de Hodge modificado suele mostrar falsos 
negativos por el bajo nivel de  expresión que esta enzima suele presentar. Se 
recomienda aplicar el algoritmo para detección de carbapenemasas para descartar la 
N año muestra 
CIM (µg/ml) Test 
HODGE 
Sinergia   
IMI MER APB DIP CXL  
1 2011 catéter 16 16 neg - - -  
2 2012 sangre 4 4 pos - + -  
3 2012 h. anal 4 4 pos - + -  
4 2012 h. anal 4 4 pos - - -  
5 2012 h. anal <1 4 pos - - -  
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presencia de otras enzimas y luego realizar PCR para enzimas derivadas de OXA y 
posterior secuenciación.  
 
MECANISMOS NO ENZIMÁTICOS DE RESISTENCIA A CARBAPENEMES 
 
 Como se puede ver en la Tabla 18 se recuperaron 5 aislamientos de K. 
pneumoniae que presentaron resistencia a CEE y variaciones en la CIM a 
carbapenemes, en todos los casos el más afectado fue ERT observándose el siguiente 
patrón de resistencia: ERT > MER > IMI. Todos mostraron sinergia positiva para BLEE  
y ausencia de sinergias con inhibidores de carbapenemasas. Solo 1/5 aislamientos 
presentó un falso positivo con la tableta MER+DIP. No se observó sinergia con 
MER+APB o MER+CXL. El test de Hodge modificado resultó negativo en los 5 
aislamientos. Se realizó confirmación molecular para BLEE, detectándose en todos los 
casos enzimas del grupo CTX-M-1 y también se descartó la presencia de 
carbapenemasas por multiplex PCR, por lo cual se concluye que el mecanismo de 
resistencia más probable en estos aislamientos sea la asociación de CTX-M-1 y un 
fenómeno de impermeabilidad. 
Tabla 18. Detección fenotípica de los 6 aislamientos no portadores de carbapenemasas 
N° de aislamientos 
THM 
 
Sinergia positiva 
 
Sinergia tabletas Rosco 
Positiva 
Positivo 
 
BLEE KPC 
 
  DIP APB CXL 
K. pneumoniae (5) - 
 
5 -   
 
- - - 
Enterobacter cloacae (1) - 
 
- 1   
 
- 1 1 
 
 El aislamiento de E. cloacae se recuperó de un líquido abdominal de un paciente 
que además portaba K. pneumoniae KPC (+). Presentó resistencia a CEE, la CIM de 
IMI, MER y ERT fue de 8 µg/ml y se observó sinergia con APB y carbapenemes, pero 
no se observó deformación en el halo de inhibición de MER en el test de Hodge, lo que 
hubiera indicado la probable presencia de una carbapenemasa, mecanismo que se 
descartó fenotípicamente mediante la utilización de las tabletas combinadas con 
inhibidores, ya que se observó sinergia con APB pero también con CXL, y 
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genotípicamente debido a que no se pudo detectar ningún gen de resistencia. Se 
concluyó que el mecanismo de resistencia a carbapenemes que presentaba el 
aislamiento era compatible con una hiperexpresión de AmpC inducible sumado a una 
probable  alteración en las porinas de membrana externa.  
 Como se dijo anteriormente, la perdida de OmpK35 y/o OmpK36 puede tener un 
rol muy importante en la adquisición de resistencia a carbapenemes (Walsh, 2010) ( 
Doumith, 2009) La resistencia a carbapenemes mediada por mecanismos no enzimáticos 
no debería generar una problemática en los centros asistenciales, debido a que no es 
transmisible y en general se trata de una resistencia poco estable y 
reversible.(Livermore, 2012). 
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Resistencia a colistina en K. pneumoniae 
  
Se han documentado tres tipos de resistencia adquirida a colistina: la COL-
dependencia, la heterorresistencia y la resistencia propiamente dicha, con un valor de 
CIM > 2 μg/ml (COL-R). La COL-dependencia está limitada a pocos aislamientos 
clínicos de Acinetobacter baumannii (Hawley, 2007), mientras que la HR-COL, 
definida por la presencia de subpoblaciones resistentes, ha sido descrita en A. baumannii 
y Klebsiella pneumoniae (Li, 2006) (Rodriguez, 2009) (Poudyal, 2008). La resistencia a 
COL ha sido comunicada en diferentes regiones del mundo, tanto en A. baumannii, K. 
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa (Antoniadou, 2007) (Coi, 2012) (Lee, 2009) 
(Nicas, 1980). Aunque la resistencia adquirida a COL en enterobacterias fue descripta 
hace varios años (Nicas, 1980) (Nation, 2009), en los últimos años se reportó con más 
frecuencia la presencia de aislamientos de K. pneumoniae COL-R, especialmente 
portadores de KPC,  asociados al mayor consumo de este antibiótico (Biswas, 2012) 
(Kontopidou, 2011).  
 Como ya se discutió en esta tesis, el uso de la colistina en la terapéutica clínica 
se ha revalorizado en los últimos años debido a la emergencia de bacilos Gram-
negativos multirresistentes, especialmente en nuestro medio enterobacterias portadoras 
de KPC. El hecho de que el CLSI aún no haya definido recomendaciones para la 
interpretación de la sensibilidad a este antimicrobiano en enterobacterias representa una 
problemática adicional. 
Es sabido que las polimixinas difunden pobremente en agar debido a su alto peso 
molecular por lo que se obtienen halos de inhibición pequeños y así es difícil 
discriminar los aislamientos sensibles de los resistentes, en consecuencia los resultados 
son poco confiables al utilizar el método de difusión en agar para la determinación de la 
sensibilidad lo que impide la estandarización de la metodología (Li, 2005) (Rodriguez, 
2004) (Gales, 2001) por lo cual se debe recurrir a la determinación de la CIM, 
aumentándose la complejidad y los costos de la determinación. El método de 
predifusion podría representar una alternativa simple y poco costosa para la 
determinación de la sensibilidad a COL; al formarse un gradiente del antibiótico en el 
agar permitiría una buena separación entre aislamientos con distintos valores de CIM. 
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1. Detección de resistencia a colistina  
Los primeros aislamientos de K. pneumoniae resistentes a colistina se 
recuperaron en el Hospital de Clínicas en el año 2010 en forma coincidente a la 
aparición de aislamientos de K. pneumoniae portadores de KPC. Así, en el año 2010 el 
porcentaje de resistencia fue del 22%, seguido por un aumento progresivo en los años 
siguientes, 33% y 35% en el año 2011 y 2012, respectivamente. La resistencia global a 
colistina en K. pneumoniae pasó de ser nula a alcanzar valores cercanos al 4% en el año 
2013, asociada no sólo como se dijo anteriormente a los aislamientos portadores de 
KPC, sino también a aislamientos no portadores de esta carbapenemasa, como se 
describirá en este capitulo.  
Se estudiaron mediante el método de dilución en agar 64 aislamientos resistentes 
a COL, los cuales presentaron valores de CIM entre 4 y > 64 μg/ml. El 81,2% (52/64) 
de los aislamientos presentaron alto nivel de resistencia a COL (CIM ≥ 16 μg/ml), por 
lo que fueron fácilmente detectables por los métodos empleados (CIM y predifusión), 
mientras que en el 18,8 % (12/64) los valores de CIM se encontraron en el rango de 4 a 
8 μg/ml. El 75% de estos últimos aislamientos pertenecieron a pacientes que no habían 
recibido COL. Así, se corrobora que la exposición previa a COL tuvo influencia en el 
grado de expresión de la resistencia, como fue expresado también por otros autores 
(Kontopidou, 2011) (Matthaiou, 2008) (Grafico 17). 
 
Grafico 17. Distribución de CIM de COL de los aislamientos de K. pneumoniae 
resistentes a COL 
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1.a. Método de predifusión a colistina  
Se estudiaron 78 aislamientos de K. pneumoniae portadores de KPC, 48 
presentaron resistencia a COL, mientras que 30 fueron sensibles. Los aislamientos 
resistentes mostraron un rango de CIM entre 4- 128 µg/ml, mientras que en los sensibles 
el rango fue 0.25- 2 µg/ml. Se realizó el método de predifusión empleando por un lado 
tabletas Neo-Sensitab en los 78 aislamientos y por otro lado discos de COL en 74/78 
aislamientos. Se utilizó el método de dilución en agar como método de referencia en los 
78 aislamientos. 
Los resultados obtenidos muestran que el método de predifusión realizado con 
las tabletas Neo-Sensitab mostro correlación lineal (r
2
: 0.76) mientras que no se obtuvo  
correlación cuando se utilizó el método de predifusión con discos de COL ya que el 
valor de r
2 
es menor al considerado como aceptable (r
2
: 0.53) (Tabla 19  y Figuras 25 y 
26).  
Tabla 19. Resultados de correlación entre los métodos de predifusión y dilución.  
Metodología 
Número/ (%) de errores 
r r
2
 
Puntos de corte 
(mm) 
VM M MI R S  
tableta 4 (5) 0 (0) 1 (1.3) -0.87 0.76 ≤ 10 ≥ 15  
disco 3 (4) 0 (0) 11 (15) -0.72 0.53 ≤ 10 ≥ 14  
VM: very mayor, M: mayor, MI: minor 
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Figura 25. Correlación diámetro de halo (mm)-CIM (µg/ml) utilizando tabletas Neo-
Sensitab en los 78 aislamientos de K. pneumoniae portadores de carbapenemasa de tipo 
KPC 
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Figura 26. Correlación diámetro de halo (mm)-CIM (µg/ml) utilizando discos en los 74 
aislamientos de K. pneumoniae portadores de carbapenemasa de tipo KPC 
 
Como se observa en las Figuras 25 y 26, los 30 aislamientos sensibles (CIM ≤ 2 
µg/ml) fueron detectados eficientemente tanto utilizando las tabletas como los discos de 
COL registrándose halos de inhibición de entre 22- 30 mm y de 14- 16 mm, 
respectivamente, con lo cual el error M es 0. Sin embargo, si se comparan  los diámetros 
de halo se observa que utilizando las tabletas los valores obtenidos se encuentran muy 
por encima  del punto de corte de sensibilidad propuesto ( ≥ 15 mm) lo que permite una 
buena discriminación entre los aislamientos sensibles y los resistentes; por el contrario, 
cuando se utilizó el disco de COL se observó que 3/30 aislamientos presentaron un halo 
de inhibición de 14 mm, el cual es el punto de corte, y 21/30 presentaron halo de 15 
mm, esa diferencia tan mínima puede llevar a que se cometan errores en la lectura e 
interpretación, por lo cual la predifusión con tabletas presenta una clara ventaja en la 
detección de los aislamientos sensibles a COL. 
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Respecto a los aislamientos resistentes, aquellos con CIM en el rango 16- 128 
µg/ml presentaron halos de inhibición con las tabletas Neo-Sensitab de 10 mm y un 
aislamiento de 12 mm, registrándose error de tipo MI de 1.3% con lo cual se puede 
observar que la metodología también es eficiente para discriminar estos aislamientos 
con alto nivel de resistencia a COL. Por otro lado, cuando se realizó con disco se 
registró un error de tipo MI del 15%, valor inaceptable, y además 9 aislamientos 
presentaron halo de inhibición  de 10 mm, valor del punto de corte de resistencia, así, se 
observa que  la mitad de los aislamientos con altos valores de CIM presentaron halos de 
inhibición no tan alejados del punto de corte de sensibilidad ( 14 mm).  
En 4/13 aislamientos resistentes a COL que presentaron valores de CIM de entre 
4-8 µg/ml se observó sensibilidad por predifusión utilizando las tabletas y en 3/11 
utilizando discos, con lo cual se comete un error VM de 5% y 4%, respectivamente. 
Estos errores están muy por encima del porcentaje considerado como aceptable y si se 
toma en cuenta solo esta metodología para la detección de la sensibilidad a COL se 
estaría mal interpretando estos aislamientos como sensibles cuando en realidad son 
resistentes por el método de referencia.    
Hasta el momento no hay trabajos publicados sobre la evaluación de esta 
metodología para la determinación de la sensibilidad a COL en aislamientos de 
enterobacterias, Herrera y col evaluaron la predifusión con tabletas Neo-Sensitab en 
aislamientos del complejo Acinetobacter baumannii y solo obtuvieron correlación en los 
aislamientos resistentes a COL (CIM ≥ 16 µg/ml), observando un 3.4% de errores VM; 
cabe destacar que fueron estudiados solo 14 aislamientos resistentes (Herrera, 2011) 
 El método de predifusión con tabletas Neo-Sensitab demostró ser un buen 
método de screening para la detección de aislamientos con alto nivel de resistencia a 
COL (CIM ≥ 16 µg/ml), sin embargo cuando los aislamientos presentaron halos de 
inhibición ≥ 15 mm no siempre permitió discriminar una cepa sensible de una resistente 
en aislamientos con bajo nivel de resistencia (CIM entre 4 y 8 µg/ml). En consecuencia, 
se aconseja recurrir a la CIM de COL cuando este antimicrobiano deba ser utilizado 
para el tratamiento de infecciones por enterobacterias multirresistentes. 
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2. Detección de heteroresistencia a colistina en  K. pneumoniae portadora de KPC. 
La heteroresistencia ha sido descripta en Staphylococcus spp, Enterococcus spp 
y Acinetobacter baumannii, entre otros géneros, frente a distintos antimicrobianos. 
Puede explicarse como la presencia de un pequeño número de mutantes resistentes en 
una frecuencia del orden 10
-3
-10
-7
, dentro de la población sensible. Los antimicrobianos 
permitirían la selección de estas subpoblaciones, eliminando a la población sensible. 
Cuando las mutantes resistentes estables se subcultivan en medios libres de 
antimicrobiano, se observa que poseen un mayor grado de resistencia. Las 
consecuencias clínicas de la heteroresistencia aún no han sido evaluadas, pero algunos 
estudios sugieren que el uso de algunos antibióticos podría seleccionar mutantes 
heteroresistentes que posteriormente seleccionen mutantes resistentes estables.( 
Martinez-Martinez, 2008) Las pruebas de sensibilidad utilizadas en el laboratorio, tanto 
la metodología convencional como los sistemas automatizados, no permiten la 
detección de las subpoblaciones resistentes por lo cual se hace necesario recurrir a 
estudios más complejos como el análisis poblacional. 
La heteroresistencia a colistina en K. pneumoniae ha sido documentada 
previamente (Poudyal, 2008) (Meletis, 2011) tanto en aislamientos sensibles a 
carbapenemes como en portadores de carbapenemasa de tipo KPC y VIM,  pero su 
impacto clínico no ha sido definido. 
En el presente estudio se detectó heteroresistencia a colistina en 25/28 (89%) de 
los aislamientos portadores de KPC estudiados. Estos resultados son similares a los 
observados por los autores antes mencionados, quienes observan un 60% de 
aislamientos heteroresistentes a colistina en K. pneumoniae  portadora de 
carbapenemasa (Meletis, 2011) y más del  90% de aislamientos heteroresistentes en 
aislamientos sensibles a carbapenemes (Poudyal, 2008).  
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Tabla 20. Sensibilidad a colistina de los 28 aislamientos de K. pneumoniae portadores 
de KPC y frecuencia de las subpoblaciones resistentes. 
 
 
 
N 
CIM de COL (µg/ml) 
Frecuencia de aislamientos resistentes 
INOCULO (UFC/ml) 
      
106 
 
1010 mut. R 
 
COL 4 
 
 
COL 4/ 
VAN 4 
 
COL 4/ 
RIF 4 
 
COL 8 
COL 8 / 
VAN 8 
COL 8/ 
RIF 8 
 
RIF 4 
 
 
VAN 
4 
 
1 1 4 64 2,8.10-6 2.10-3 ≤ 2.10-9 4.10-6 2.10-3 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
2 1 4 64 4.10-4 4.10-4 ≤ 2.10-9 1,6.10-6 8.10 -8 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
3 1 4 32 4.10-4 8.10-8 ≤ 2.10-9 1,2.10-6 8.10-8 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
4 0.25 4 64 4.10-4 8.10-8 ≤ 2.10-9 4.10-4 6.10-8 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
5 0.25 8 64 4.10-4 6.10-8 ≤ 2.10-9 4.10-4 6.10 -8 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
6 1 4 64 4.10-4 2.10-3 ≤ 2.10-9 1,2.10-6 4.10-3 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
7 1 8 32 4.10-4 8.10-8 ≤ 2.10-9 1,2.10-6 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
8 0.5 16 32 3,2.10-6 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
9 0.5 16 32 8.10-6 2.10-3 ≤ 2.10-9 8.10-7 2.10-3 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
10 0.25 4 64 4.10-4 8.10-8 ≤ 2.10-9 4.10-4 8.10 -8 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
11 0.25 64 64 4.10-4 8.10-8 ≤ 2.10-9 4.10-4 8.10 -8 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
12 0.25 64 64 4.10-4 2.10-3 ≤ 2.10-9 4.10-4 4.10-3 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
13 1 8 128 3,2.10-6 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9 4.10-8 4.10-8 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
14 0.25 32 32 4.10-4 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9 4.10-4 2.10-3 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
15 0.25 8 128 8.10-6 ≤ 2.10-9 ≤ 2.10-9 5,2.10-7 2.10-3 ≤ 2.10-9 4.10
-1 4.10-1 
16 0.25 4 64 2.10-7 ND ND 8.10-7 ND ND ND ND 
17 0.25 4 16 4.10-7 ND ND ≤ 2.10-9 ND ND ND ND 
18 1 8 64 4.10 -6 ND ND 4.10-4 ND ND ND ND 
19 1 16 32 2.10-6 ND ND ≤ 2.10-9 ND ND ND ND 
20 2 16 32 4.10-4 ND ND 4.10-4 ND ND ND ND 
21 0.25 4 128 4.10 -6 ND ND 4.10-4 ND ND ND ND 
22 2 64 32 8.10 -6 ND ND 4.10-4 ND ND ND ND 
23 1 8 64 2.10-6 ND ND 4.10-7 ND ND ND ND 
24 1 8 16 2.10-6 ND ND 2.10 -7 ND ND ND ND 
25 1 8 16 4.10-4 ND ND 4.10-4 ND ND ND ND 
26 1 2 1 2.10 -7 ND ND ≤ 2.10-9 ND ND ND ND 
27 0.5 1 2 4.10 -6 ND ND 1,2.10 -7 ND ND ND ND 
28 1 1 0.125 4.10 -7 ND ND ≤ 2.10-9 ND ND ND ND 
ATCC 0.25 4 2 2.10-3 8.10-6 ≤ 2.10-7 4.10-3 2.10-3 ≤ 2.10-7 4.10-1 4.10-1 
Límite de detección: ≤ 2.10-9. ND: no determinado. COL 4: colistina 4 µg/ml; COL 4/VAN 4: colistina 4 µg/ml/vancomicina: 4 
µg/ml; COL 4/RIF 4: colistina 4 µg/ml /rifampicina 4 µg/ml; COL 8: colistina 8 µg/ml; COL8/VAN 8: colistina 8 µg/ml 
/vancomicina 8 µg/ml; COL 8 /RIF 8: colistina 8 µg/ml /rifampicina 8 µg/ml; RIF 4: rifampicina 4 µg/ml; VAN 4: vancomicina 4 
µg/m l. 
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Los valores límites de CIM de COL de los aislamientos fueron de 0.25- 2 µg/ml, 
mientras que los de las mutantes resistentes fueron de 16- 128 µg/ml. Esta resistencia 
demostró ser estable ya que luego de subcultivar a las mutantes resistentes en medios 
libres de COL el rango de CIM de COL continuo siendo: 32- >128 µg/ml. La frecuencia 
de poblaciones resistentes fue del orden de  4x10
-4 – 4x10-7 con una concentración de 
COL de 4 µg/ml en la placa y de 4x10-4  – ≤ 2.10-9 en la placa de COL de 8 µg/ml  
(Tabla 20). 
Efecto inóculo 
En 20/27 (74%) de los aislamientos estudiados se observó un aumento de la CIM 
de COL mayor o igual a 2 diluciones respecto al valor de CIM original cuando se utilizó 
un inóculo mayor (10
10
 UFC/ml), demostrándose que si bien la frecuencia de aparición 
de las mutantes resistentes puede ser baja, el incremento del inoculo aumentaría su 
aparición. A pesar de que se cuestiona el impacto clínico de este fenómeno dado que un 
inoculo elevado es difícil de alcanzar, en ciertas situaciones en las cuales ya existan 
poblaciones resistentes seleccionadas y en procesos crónicos que afectan a territorios 
compartimentalizados donde el inoculo bacteriano y las concentraciones del 
antimicrobiano pueden variar en los compartimentos, muchas veces se justifica el uso 
de un inoculo elevado; esta situación puede observarse en infecciones respiratorias 
crónicas, en pacientes con fibrosis quística, osteomielitis, entre otras (Cantón, 2006).  
Deris en un trabajo sobre la evaluación de la actividad de la asociación colistin/ 
doripenem en un modelo PK/PD  con aislamientos de K. pneumoniae multiresistentes, 
sensibles, resistentes y heteroresistentes a colistina observó que cuando se utilizaba un 
inoculo mayor (10
8 
UFC/ml) utilizando COL como monoterapia, no se producía muerte 
bacteriana con ninguna de las concentraciones de COL ensayadas independientemente 
de la sensibilidad a COL del aislamiento, mientras que cuando se ensayaba con inoculo 
de 10
6
 UFC/ml se observaba una disminución del inoculo inicial cercana a 2 log en los 
aislamientos sensibles y heteroresistentes a colistina. Resultados similares se obtuvieron 
para doripenem como monoterapia y para la asociación, en este caso no se observó 
sinergia cuando se usaron bajas dosis de COL y alto inoculo en los aislamientos 
resistentes a COL (Deris, 2012). 
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Efecto de asociaciones de antimicrobianos sobre la frecuencia de aparición de 
subpoblaciones resistentes a COL  
 Como se observa en la tabla 20,  en 15 aislamientos se estudió también la 
asociación de COL con vancomicina y rifampicina adicionadas en concentración sub-
inhibitoria. El agregado de rifampicina en concentracion de 4 µg/ml, evitó el 
crecimiento de las subpoblaciones resistentes en todos los aislamientos, lo que indicaría 
que la asociación con este antimicrobiano evitaría o disminuiría la selección de las 
subpoblaciones resistentes, este fenómeno explicaría el éxito de la terapia combinada 
COL/RIF como se describe posteriormente en este trabajo. 
 Por otro lado, el agregado de vancomicina en concentración de 4 µg/ml evito el 
crecimiento de las subpoblaciones resistentes en 10/15 aislamientos (67%) en la placa 
de COL en concentración de 4 µg/ml y en 7/15 (47%) en la placa con 8 µg/ml de COL. 
El efecto de esta combinación no ha sido estudiado previamente en K. pneumoniae, sí 
en aislamientos de Acinetobacter baumannii multiresistentes, en los cuales se observó 
una sinergia significativa por distintas metodologías a pesar de que vancomicina es un 
antibiótico inefectivo sobre bacterias Gram- negativas por tratarse de una molécula 
hidrofóbica y de gran tamaño lo que hace muy difícil su pasaje a través de la membrana 
externa de estas bacterias. Se propone que la acción de la colistina sobre la membrana 
externa provoca una ruptura que permitiría la entrada de moléculas como vancomicina, 
este efecto fue comprobado mediante microscopia electrónica y se observa una 
disrupción de la membrana en las células expuestas a COL aunque no se conoce 
exactamente que componente de la membrana es el afectado (Gordon, 2010). Wareham 
también estudio la actividad de teicoplanina combinada con COL en A. baumannii, 
obteniendo también excelentes resultados y proponiendo a esta asociación como una 
alternativa terapéutica de menor toxicidad que la asociación con vancomicina en estos 
aislamientos. (Wareham, 2011). 
 Como se dijo anteriormente, la capacidad de los glucopeptidos asociados a COL 
de inhibir el crecimiento de las subpoblaciones resistentes y de producir sinergia in vitro 
ha sido estudiada solamente en A. baumannii, con los resultados expuestos en el 
presente trabajo en aislamientos de K. pneumoniae multiresistentes se propone la 
utilidad de la asociación VAN/COL en pacientes críticos como tratamiento empírico 
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dado que la actividad demostrada in vitro sería un factor que explicaría la disminución 
del número de subpoblaciones resistentes.  
 Se ensayó también la actividad de otros antimicrobianos que actúan inhibiendo 
la síntesis de proteínas como cloranfenicol, linezolid, azitromicina, eritromicina y 
clindamicina asociados a COL en 5 aislamientos de K. pneumoniae con KPC resistentes 
a COL y se comprobó también su potencial actividad frente a estos aislamientos, 
postulándose el mismo mecanismo de acción descripto para la asociación COL- 
glucopeptidos (dato no mostrado).  
 Si bien no se conocen los factores de riesgo para la selección de las 
subpoblaciones resistentes, algunos autores proponen al tratamiento previo como uno de 
ellos (Hawley, 2008). En el presente trabajo se pudo documentar el tratamiento previo 
con COL en 8 de los 28 (29%) pacientes con aislamientos heteroresistentes estudiados. 
En estos aislamientos se observó una alta frecuencia de subpoblaciones resistentes 
(4.10
-4
), en más del 60% de los aislamientos, mientras que en los pacientes que no 
habían recibido tratamiento previo con COL (10/28), la frecuencia fue alta en el 50% de 
los aislamientos.  En el trabajo de Meletis y col 5/12 (42%) aislamientos 
correspondieron a pacientes con tratamiento previo con COL (Meletis, 2011). Aunque 
se trata de una resistencia que no ha sido aún muy estudiada y el número de pacientes y 
aislamientos estudiados es bajo, creemos que el uso previo de COL facilitaría la 
selección. 
 Además de lo expuesto anteriormente, se evaluó la asociación COL/ MER en 5 
aislamientos sensibles a COL (aislamientos 25, 18, 14, 7 y 27). Se estudió la presencia 
de subpoblaciones resistentes a MER y su asociación con COL. Los resultados se 
muestran en la Tabla 21. 
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Tabla 21.  CIM de MER y COL y frecuencia de subpoblaciones resistentes a MER y 
COL en 5 aislamientos portadores de KPC sensibles a COL.  
N 
CIM (µg/ml) Frecuencia de aislamientos resistentes  
COL 
 
MER 
 
 
MER 8 
 
 
COL 4 
 
MER 8/ 
COL 4  
25 1 32 4.10-1 4.10-4 ≤ 2.10-9  
18 1 64 4.10-1 4.10-6 6.10-8  
14 0.25 32 4.10-1 4.10-4 4.10-8  
7 1 64 4.10-1 4.10-4 4.10-1  
27 0.5 64 4.10-1 4.10-5 4.10-8  
ATCC 0.25   2.10-3   
                Límite de detección: ≤ 2.10-9 
                    MER 8: meropenem 8 µg/ml; COL 4: colistina 4 µg/ml; MER 8/ COL 4: meropenem 8 µg/ml / colistina 
4 µg/ml 
 
Si bien los aislamientos presentaron altos valores de CIM a MER, en 3/5 se 
observa una disminución mayor de 3 log cuando se asocia COL. Estos resultados del 
análisis poblacional no se correlacionan con los resultados de los estudios de sinergia 
que se muestran en el capítulo IV de esta tesis, debido a que en ninguno de los 3 
aislamientos se observó sinergia COL/MER, independientemente de la metodología 
empleada (tablero de ajedrez o CIM/CBM). Esta falta de correlación podría deberse a 
una menor disminución del número de  subpoblaciones resistentes. En las Figuras 33, 
40 y 42  se observan los APs correspondientes a la asociación COL/MER. 
 
Análisis poblacional (AP) con colistina y tigeciclina como monodrogas y asociados 
en aislamientos sensibles a colistina. 
 En las Figuras 27-43 se observa el recuento de colonias a distintas 
concentraciones de COL y TIG como monodrogas y sus asociaciones con RIF, VAN, 
MER y la combinación COL/TIG. En los aislamientos en donde no se evaluó ninguna 
asociación se describe el AP con COL como monodroga (Figura 44). 
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Figura 27. AP de aislamiento n 1 
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Figura 28. AP de aislamiento n 2 
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Figura 29. AP de aislamiento n 3 
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Figura 30. AP de aislamiento n 4 
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Figura  31. AP de aislamiento n 5 
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Figura 32. AP de aislamiento n 6  
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Figura 33. AP de aislamiento n 7 
 
 
Figura 34. AP de aislamiento n 8 
 
 
Figura 35. AP de aislamiento n 9 
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Figura 36. AP de aislamiento n 10 
 
Figura 37. AP de aislamiento n 11 
 
Figura 38. AP de aislamiento n 12 
 
Figura 39. AP  de aislamiento n 13 
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Figura 40. AP  de aislamiento n 14 
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Figura 41. AP de aislamiento n 15 
 
  
Figura 42. AP de aislamiento n 18 
 
Figura 43. AP de aislamiento n 25 
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Figura 44. AP  promedio correspondiente a los aislamientos n 16, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 
27 y 28. 
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Análisis poblacional con colistina en aislamientos de K. pneumoniae COL-R  
Se realizó también análisis poblacional en 7 aislamientos de K. pneumoniae 
resistentes a colistina (4 portadores de KPC y 4 portadores de BLEE). Se evaluó 
también la actividad de la asociación con rifampicina y vancomicina sobre la frecuencia 
de las subpoblaciones. Los resultados se observan en la Tabla 22.  
En los aislamientos resistentes, como era de esperarse, la frecuencia de aparición 
de subpoblaciones resistentes al COL es mucho más alta que en los aislamientos 
sensibles independientemente de la concentración de COL utilizada. Se observa además 
que en estos aislamientos la asociación con RIF inhibió el crecimiento en 6/7, 
demostrando la misma actividad que en los aislamientos sensibles a COL; pero este 
efecto no se observó con la asociación con vancomicina, en este caso, solo se detectó 
inhibición del crecimiento en un aislamiento. 
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Tabla 22. Sensibilidad a colistina en 7 aislamientos de K. pneumoniae resistentes a 
COL y frecuencia de las subpoblaciones. 
Límite de detección: ≤ 2.10-9. 
COL 4: colistina 4 µg/ml; COL 4/VAN 4: colistina 4 µg/ml/vancomicina: 4 µg/ml; COL 4/RIF 4: 
colistina 4 µg/ml /rifampicina 4 µg/ml; COL 8: colistina 8 µg/ml; COL 8/VAN 8: colistina 8 µg/ml 
/vancomicina 8 µg/ml; COL 8 /RIF 8: colistina 8 µg/ml /rifampicina 8 µg/ml; RIF 4: rifampicina 4 µg/ml; 
VAN 4: vancomicina 4 µg/m l. 
 
En las  figuras 45, 46 y 47 se observa el AP con colistina y sus asociaciones con VAN 
y RIF en los aislamientos resistentes a COL. 
 
Figura 45.  AP promedio de aislamientos 29, 30, 33, 34 y 35 
 
 
 
 
N 
 
CIM (µg/ml) 
  
Frecuencia de  aislamientos resistentes 
 
 INOCULO (UFC/ml)         
 
106 
 
1010 mut. R COL 4 
 
COL 4/ 
VAN 4 
COL 4/ 
RIF 4 
COL 8 
COL 8/ 
VAN 4 
COL 8/ 
RIF 4 
VAN 4 
 
RIF 4 
 
29 128 128 128 4.10-1 4.10-1 8.10-8 4.10-1 4.10-1 8.10-8 4.10-1 4.10-1 
30 16 128 32 4.10-1 4.10-1 ≤ 2.10-9 4.10-1 4.10-1 ≤ 2.10-9 4.10-1 4.10-1 
31 32 64 64 4.10-1 8.10-8 ≤ 2.10-9 4.10-1 8.10-8 ≤ 2.10-9 4.10-1 4.10-1 
32 32 128 64 4.10-1 4.10-1 4.10 4.10-1 4.10-1 4.10-1
 
4.10-1 4.10-1 
33 16 128 128 4.10-1 4.10-1 ≤ 2.10-9 4.10-1 4.10-1 ≤ 2.10-9 4.10-1 4.10-1 
34 32 64 64 4.10-1 4.10-1 ≤ 2.10-9 4.10-1 4.10-1 ≤ 2.10-9 4.10-1 4.10-1 
35 64 128 64 4.10-1 4.10-1 ≤ 2.10-9 4.10-1 4.10-1 ≤ 2.10-9 4.10-1 4.10-1 
ATCC 0.25 4 2 2.10-3 8.10-6 ≤ 2.10-7 4.10-3 2.10-3 ≤ 2.10-7 4.10
-1 4.10-1 
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Figura 46. AP de aislamiento n 31 
 
 
Figura 47. AP de aislamiento n 32  
0
5
10
0 2 4 6 8 10lo
g
U
F
C
/
m
l
COL (µg/ml)
COL
COL/VAN
COL/RIF
 
La asociación de colistina con rifampicina demostró efectividad para evitar la 
selección de las subpoblaciones resistentes en los aislamientos sensibles a COL;  pero 
en los aislamientos resistentes, en los cuales la selección ya ocurrió, serviría para 
disminuir la población resistente. Por el contrario, la asociación colistina mas 
vancomicina serviría para disminuir la selección de las subpoblaciones resistentes pero 
una vez ocurrida la selección esta asociación no tendría actividad sobre la población 
resistente. 
 
3. Tipificación molecular de los aislamientos de K. pneumoniae resistentes a COL. 
Se estudiaron 57 aislamientos resistentes a COL y 54 aislamientos sensibles.  
De los 57 aislamientos resistentes, el 47 % era portador de KPC. Por OD- PCR 
se observó la presencia de un tipo clonal mayoritario indistinguible genotípicamente del 
correspondiente a los aislamientos de K. pneumoniae con KPC sensibles a colistina.  
Por otro lado, el 49.5 % de los aislamientos fueron portadores de  β-lactamasa de 
espectro extendido y se agruparon en 7 tipos clonales distintos y el 3.5 % restante solo 
presentó resistencia a las aminopenicilinas y se agrupo en dos clones (Figura 48).  
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Figura 48.  Dendograma correspondiente a aislamientos de K. pneumoniae no 
portadores de KPC resistentes a colistina 
 
 
4. Factores de riesgo relacionados con la adquisición de la resistencia a COL. 
En el Hospital de Clínicas se registró un aumento en el consumo de COL a partir 
del año 2009 sin que se haya verificado un incremento en el número de pacientes 
atendidos. Una de las consecuencias de ese fenómeno fue el aumento de la incidencia de 
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infecciones intrahospitalarias por enterobacterias con resistencia intrínseca a COL y la 
aparición de aislamientos de K. pneumoniae resistentes a COL en el año 2010, cuatro 
meses después de la aparición de los primeros aislamientos portadores de KPC; hacia 
fines de 2011 se alcanzó el 3 % de resistencia. Este porcentaje se mantuvo estable 
durante los años 2012 y 2013, registrándose 3,6 % y 3,8%, respectivamente. El aumento 
de la resistencia a COL coincidió con la aparición de aislamientos de K. pneumoniae 
portadores de KPC (Tabla 23). 
 Tabla 23. Evolución de la resistencia a COL en K. pneumoniae y su relación con el 
consumo de colistina en el Hospital de Clínicas José de San Martin.  
Año 
Resistencia COL 
(%) 
Consumo COL/año 
(n de viales) 
Dosis diaria definida 
(1000 pacientes) 
2005 0 2300 24 
2006 0 2700 25 
2007 0 2100 31 
2008 0 3900 ND 
2009 0 4600 ND 
2010 2 4600 21 
2011 3 4100 19 
2012 3.6 4800 21 
2013 3.8 5700 ND 
ND: no determinado 
 
Los factores epidemiológicos asociados a la resistencia a colistina y las 
características de los pacientes con aislamientos de K. pneumoniae portadores y no 
portadores de KPC se detallan en las Tablas 24 y 25. En 27/57 pacientes infectados por 
K. pneumoniae COL-R se recuperaron aislamientos portadores de KPC, mientras que en 
30/57 pacientes se recuperaron aislamientos no portadores de KPC. El promedio de 
edad de los 57 pacientes fue de 54 años (rango: 16-83 años), en su mayoría de sexo 
femenino. Los aislamientos portadores de  KPC estuvieron ampliamente distribuidos 
entre los diferentes servicios del hospital, y se dividieron casi en mitades los 
recuperados en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) y los recuperados en otras 
salas. La presencia en UCI de aislamientos no portadores de KPC- COL R fue 
estadísticamente significativa respecto de la población COL-S, si bien los aislamientos 
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no portadores de KPC estuvieron distribuidos de manera similar en los diferentes 
servicios. Con respecto al tipo de muestra, se destaca una mayor presencia relativa en 
especímenes clínicos del tracto urinario (60 % en los aislamientos no portadores de 
KPC y 26 % en los portadores), además, en algunos pacientes los aislamientos COL-R 
se recuperaron de más de una muestra: sangre y orina: 11.1% en aislamientos portadores 
de KPC y 6.7% en los no portadores, y orina y liquido abdominal: 7.4% en los 
portadores de KPC). La mayoría de los pacientes de los que se recuperaron aislamientos 
de K. pneumoniae no portadores de KPC no habían recibido previamente tratamiento 
con COL; mientras que ocurrió lo contrario en los pacientes de los cuales se recuperaron 
aislamientos portadores de KPC, el 70,3 % había recibido tratamiento previo.  
Como se mencionó anteriormente, la resistencia a colistina emergió en nuestro 
hospital pocos meses después de la aparición de los primeros aislamientos portadores de 
KPC, los cuales se diseminaron en los diferentes servicios, esta evolución de la 
resistencia fue descripta en otros países y está asociada al secuenciotipo ST258 
(Bogdanovich, 2011) ( Mammina, 2011) (Tóth, 2010). Los primeros aislamientos 
estudiados de K. pneumoniae portadores de KPC- COL-S pertenecieron a este tipo 
clonal y resultaron indistinguibles genotípicamente de los aislamientos portadores de 
KPC COL-R, por lo que podríamos afirmar que pertenecen a este ST diseminado 
mundialmente (Cejas, 2012).  El proceso de selección intratratamiento se vería 
facilitado por la presencia de subpoblaciones resistentes a COL, detectadas en este 
estudio en un alto porcentaje de aislamientos portadores de KPC. En un 27% de los 
pacientes pudo documentarse la presencia previa de aislamientos COL-S, los cuales 
luego del tratamiento con polimixinas adquirieron la resistencia, mostrando ambos el 
mismo patrón de bandas por OD- PCR. Estos resultados explicarían el motivo por el 
cual la resistencia a COL se detectó en periodos de internación superiores a 10 días en la 
mayoría de los pacientes del grupo con aislamientos portadores de KPC.  
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Tabla 24. Factores de riesgo asociados a la resistencia a colistina en pacientes con 
aislamientos de Klebsiella pneumoniae portadores de KPC. 
 
  
K. pneumoniae portadora de KPC 
COL R 
n /(%) 
COL S  
n /(%) 
OR (IC 95%) p 
Unidad de internación  
    UCI 12/27(45) 9/24(37.5) 1.33 (0.434- 4.096) 0.776 
otra 15/27(55) 15/24(62.5) 0.75 (0.244- 2.304) 0.776 
Tipo de muestra  
    sangre 3/27 (11.1) 8/24(33.4) 0.25 ( 0.057-1.088) 0.087 
orina 7/27 (26) 10/24(41.6) 0.93 ( 0.313- 2.782) 1 
sangre y orina 3/27(11.1) -   
abdominal  4/27 (14.8) 1/24(4.2) 5.30 ( 0.593- 47.46) 0.21 
orina y abdominal 2/27(7.4) -   
otros 8/27(29.6) 5/24(20.8) 1.26 (0.355- 4.508) 0.76 
Enfermedad de base/ diagnóstico 
    ITU 8/27( 29.6) 7/24 (29.2) 1.02 ( 0.305- 3.420) 1 
enfermedad maligna 2/27 (7.3) 2/24 (8.3) 0.88 ( 0.114- 6.785) 1 
fractura/ cirugía 3/27 (11.1) 3/24 (12.5) 0.87 ( 0.159- 4.811) 1 
alteración vascular 2/27 (7.3) 1/24 (4.2) 1.84 ( 0.156- 21.69) 1 
infección abdominal 5/27 (19) 2/24 (8.3) 2 ( 0.332- 12.02) 0.67 
bacteriemia 3/27 (11.1) 2/24 (8.3) 1.37 ( 0.209- 9.019) 1 
infección respiratoria 2/27 (7.3) 1/24 (4) 1.76 ( 0.149- 20.78) 1 
se desconoce 2/27 (7.3) 6/24 (25) 0.29 ( 0.053- 1.606) 0.25 
Tratamiento previo con COL 
    si 19/27(70.3) 8/24(33) 6.53 ( 2.054- 20.76) 0.001 
no 7/27(26) 11/24(46) 0.41 ( 0.127- 1.343) 0.156 
se desconoce 1/27(3.7) 5/24(21) 0.14 ( 0.015- 1.356) 0.087 
Tratamiento previo con IMI 
    si 19/27(70.3) 13/24 (54.2) 3.47 (1.171- 10.29) 0.035 
no 7/27(26) 7/24 (29.2) 0.85 ( 0.248- 2.912) 1 
se desconoce 1/27(3.7) 4/24 (16.6) 0.16 ( 0.016- 1.591) 0.153 
Estadia en hospital  
    > 10 dias 23/27(85) 13/24(54.2) 7.51 ( 2.081- 27. 16) 0.002 
< 10 dias 4/27(15) 8/24(33.3) 0.36 ( 0.095- 1.432) 0.193 
se desconoce 
 
3/24 (12.5) 
  Clones I, III I, II, III 
  
          
IC95%: intervalo de confianza del 95%, ITU: infección del tracto urinario, OR: odds ratio, UCI: unidad 
de cuidados intensivos, IMI: imipenem, COL: colistina, COL R: resistente a colistina, COL S: sensible a 
colistina. 
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Tabla 25. Factores de riesgo asociados a la resistencia a colistina de pacientes con  
aislamientos de K. pneumoniae no portadores de KPC  
  
K. pneumoniae no portadora de KPC  
COL R 
n/ (%) 
COL S 
n/ (%) 
OR (IC 95%) p 
Unidad de internación  
    
UCI 10/30 (33,3) 4/30 (13.3) 4.5 (1.248- 16.222) 0.032 
otra 20/30 (66.7) 26/30 (86.7) 0.3 ( 0.084-1.127) 0.125 
Tipo de muestra  
    
sangre 2/30 (6.7) 2/30 (6.7) 1 (0.131- 7.60) 1 
orina 18/30 (60) 12/30 (40) 2.5 (0.899- 6.953) 0.126 
sangre y orina 2/30(6.7) -   
respiratoria 2/30 (6.7) 12/30 (40) 0.1 ( 0.02- 0.49) 0.002 
abdominal  5/30 (16.5) 2/30 (6.7) 2.59 (0.46- 14.53) 0.426 
otros 1/30 (3.4) 2/30 (6.6) 0.45 ( 0.03- 5.259) 0.6 
Tratamiento previo con 
COL     
si 8/30(26.6) 1/30 (3.3) 10.55 (1.226- 90.71) 0.02 
no 18/30(60) 29/30 (96.7) 
0.051 ( 0.006- 
0.432) 
0.001 
se desconoce 4/30(13.4) 
   
Estadia en hospital  
    
> 10 dias 12/30 (40) 14/30 (46.7) 0.76 ( 0.273- 2.121) 0.79 
< 10 dias 4/ 30 (13. 4) 16/30 (53.3) 0.13 ( 0.037- 0.481) 0.002 
se desconoce 14/ 30 (46.6) 
   
 Clones I, II, III, IV, V, X, XI, XII, XIII 
  
  VI, VII, VIII, IX       
ND: no determinado, IC95%: intervalo de confianza del 95%, OR: odds ratio, UCI: unidad de cuidados 
intensivos, IMI: imipenem, COL: colistina, COL R: resistente a colistina, COL S: sensible a colistina. 
 
Como se discutió anteriormente, en los aislamientos portadores de KPC, tanto en 
los resistentes como en los sensibles a COL observamos el fenómeno de diseminación 
monoclonal del secuenciotipo ST258, los pacientes portadores de estos aislamientos se 
encontraban distribuidos en distintas salas de internación y no se encontró nexo 
epidemiológico entre ellos. Sin embargo, se observó una mayor dispersión clonal en los 
aislamientos no portadores de KPC -COL-R, en coincidencia con otros autores (Chen, 
2011) (Mammina, 2012). La presencia de diferentes clones entre las poblaciones COL-
R y COL-S en los aislamientos no portadores de KPC descartaría el proceso de 
selección intratratamiento, sino que en este caso el aumento del uso de COL favorecería 
la aparición de clones previamente menos recuperados en la clínica. 
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Estudios de sinergia en aislamientos de K. pneumoniae 
portadores de KPC 
 
 Los métodos para determinar interacción entre antimicrobianos suelen mostrar 
resultados discordantes debido a que utilizan diferentes parámetros para medir la 
actividad, por ejemplo inhibición y muerte bacteriana. La interacción entre drogas 
también se ve afectada por el inoculo bacteriano y el tiempo durante el cual se realiza el 
estudio. Lo expuesto previamente hace que sea difícil obtener resultados concluyentes al 
analizar resultados prevenientes de diferentes metodologías. Los métodos de tablero de 
ajedrez y de E-test reflejan valores de CIM mientras que las curvas de letalidad 
muestran la muerte bacteriana en función del tiempo, lo cual brinda más información 
sobre la naturaleza de la interacción entre los antibióticos y la bacteria; pero aún resta 
definir qué resultado se correlaciona mejor con la eficacia in vivo (Zusman, 2013) 
 
1. Estudios de sinergia mediante el método de tablero de ajedrez. 
1.1. Asociación colistina/rifampicina 
 
Se estudió la asociación COL/RIF en 32 aislamientos de K. pneumoniae con KPC, 13 
resistentes y 19 sensibles a colistina.  
 
1.1.a. Aislamientos resistentes a colistina. 
 
 Se detectó sinergia en todos los aislamientos estudiados, independientemente de 
los valores de CIM de COL y de RIF como se observa en la Tabla 26. Este efecto se 
alcanzó con todas las concentraciones de RIF ensayadas (4, 2 y 0.5 µg/ml) pero sólo se 
obtuvo sinergia con la asociación COL/RIF cuando la concentración de COL usada fue 
de 4 o 2 µg/ml pero no con 0.25 µg/ml. Es evidente que la concentración sub-inhibitoria 
de COL de 0.25 µg/ml no es eficaz para inhibir el desarrollo de estos aislamientos 
multiresistentes. Estas concentraciones (concentraciones de 1- 4 µg/ml) son las 
alcanzadas a dosis terapéuticas habituales, por lo cual estos hallazgos implicarían que la 
terapia frente a estos aislamientos resistentes no debería modificarse respecto a la 
utilizada frente a los aislamientos sensibles. Otros autores obtuvieron resultados 
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similares utilizando la misma metodología, Tascini en un estudio sobre 13 aislamientos 
también observó sinergia en el 100% con una disminución de la CIM de COL por 
debajo del punto de corte en 7/13 (Tascini, 2013). Por su parte, Eleman también 
demostró sinergia COL/RIF en 12/12 aislamientos de K. pneumoniae KPC positivos 
resistentes a COL (Eleman, 2010).  
 
1.1.b. Aislamientos sensibles a colistina 
 
 En forma similar a lo observado en los aislamientos resistentes a COL, en los 
sensibles hay sinergia con el agregado de RIF. En este caso se detectó sinergia en 18/19 
aislamientos estudiados. Esta actividad sinergizante fue independiente de la 
concentración de RIF utilizada. Por otro lado, y a diferencia de los aislamientos 
resistentes a colistina, el 63% (12/19) mostro sinergia aun cuando la concentración de 
COL fue de 0.25 µg/ml. En 1/19 aislamientos la asociación demostró ser indiferente con 
todas las concentraciones de COL y RIF ensayadas (FICI: 0.75), cabe destacar que este 
aislamiento presentaba una CIM COL: 0.25 µg/ml, valor que se encuentra en el límite 
de detección según las condiciones que se establecieron para el experimento. La 
asociación COL/RIF demostró actividad tanto en aislamientos sensibles como 
resistentes a COL, por lo que representaría una buena alternativa de tratamiento 
empírico frente a aislamientos multiresistentes (Tabla 26) 
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Tabla 26. Sinergia COL/RIF en aislamientos de K. pneumoniae con KPC sensibles y 
resistentes a COL 
 
 CIM (µg/ml)  
N COL 
COL/ 
RIF (4) 
COL/ 
RIF (2) 
COL/ 
RIF (0.5) RIF 
RIF/ 
COL (4) 
RIF/ 
COL (2) 
RIF/ 
COL (0.25) FICI 
36 >64 0.5 ≤ 0.125 ≤0.125 16 ≤0.125 0.25 16 0.01 
37 >64 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 16 0.5 
29 >64 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 16 ≤0.125 0.25 16 0.5 
38 32 1 ≤0.125 4 32 ≤0.125 0.25 16 0.03 
39 >64 0.5 ≤0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 8 0.2 
40 >64 0.5 ≤0.125 4 64 ≤0.125 0.25 64 0.06 
41 64 0.5 ≤0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 16 0.01 
42 >64 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 16 ≤0.125 ≤0.125 16 0.01 
43 64 0.5 ≤0.125 4 16 ≤0.125 ≤0.125 8 0.01 
44 32 0.5 ≤0.125 1 64 ≤0.125 0.25 64 0.01 
45 >64 1 ≤0.125 0.5 32 ≤0.125 0.25 16 0.01 
46 32 ≤0.125 ≤ 0.125 ≤0.125 1 ≤0.125 ≤0.125 0.5 0.5 
47 >64 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 16 0.5 ≤0.125 8 0.03 
3 1 ≤ 0.125 ≤0.125 ≤ 0.125 16 ≤0.125 ≤0.125 0.125 0.13 
14 1 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 2 0.3 
7 1 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 16 0.12 
1 1 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 64 ≤0.125 ≤0.125 8 0.25 
27 0.5 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 8 0.3 
21 0.25 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 8 0.75 
18 1 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 8 0.12 
26 1 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 64 ≤0.125 ≤0.125 8 0.3 
48 2 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 8 0.3 
49 2 ≤0.125 ≤ 0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 4 0.06 
50 1 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 16 0.12 
51 1 ≤0.125 ≤0.125 ≤ 0.125 >64 ≤0.125 ≤0.125 0.25 0.12 
52 0.5 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 16 ≤0.125 ≤0.125 2 0.25 
53 0.5 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 64 ≤0.125 ≤0.125 8 0.25 
54 0.5 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 2 0.25 
55 0.5 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 0.25 
56 1 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 0.25 
57 0.5 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 16 ≤0.125 ≤0.125 2 0.25 
58 1 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 32 ≤0.125 ≤0.125 8 0.25 
RIF (4): rifampicina 4 µg/ml, RIF (2): rifampicina 2 µg/ml, RIF (0.5): rifampicina 0.5 µg/ml, COL (4): colistina 4 µg/ml, COL (2): 
colistina 2 µg/ml, COL ( 0.25): colistina 0.25 µg/ml. FICI: fractional inhibitory concentration index.(índice de concentración 
inhibitoria fraccionada) 
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 La asociación COL/RIF fue ensayada además en 5 aislamientos de Serratia 
marcescens, enterobacteria intrínsecamente resistente a colistina, (4 portadores de KPC 
y 1 de VIM-16) y se observó sinergia mediante la metodología de tablero de ajedrez en 
3 aislamientos KPC positivos, mientras que en los dos restantes la asociación se 
comportó como indiferente. Estos resultados difieren de los obtenidos por otros autores 
que reportaron sinergia COL/RIF en S. marcescens pero se debe tener en cuenta que los 
aislamientos estudiados no presentaban multiresistencia como en este caso (Ostenson, 
1977) 
 
1.2. Asociación colistina/ meropenem 
 
 Se estudió la asociación COL/MER en 28 aislamientos de K. pneumoniae con 
KPC, 13 resistentes y 15 sensibles a colistina.  
 Como se observa en la Tabla 27 esta asociación de antibióticos no demostró ser 
activa frente a los aislamientos estudiados en ninguna de las concentraciones de COL 
(4, 2 y 0.25 µg/ml) y de MER (8, 4 y 2 µg/ml) empleadas. Solo un aislamiento sensible 
a COL (CIM: 2 µg/ml) y con CIM MER: 16 µg/ml presento sinergia (FICI: 0.37) con 
concentraciones de COL de 4 y 2 µg/ml y con concentraciones de MER de 8 y 4 µg/ml.  
 Diversos resultados han sido reportados en la literatura, Tascini  estudio  13 
aislamientos de K. pneumoniae portadores de KPC resistentes a colistina y obtuvo 
sinergia con la asociación MER/COL en un 38.5% utilizando el tablero de ajedrez y se 
observó bactericidia posteriormente en solo 1/13 (Tascini, 2013). Por su parte Eleman 
obtuvo resultados similares a los del presente estudio, no obtuvo sinergia para la 
asociación COL/IMI en ninguno de los 12 aislamientos de K. pneumoniae KPC 
positivos resistentes a colistina estudiados, utilizando la misma metodología. (Eleman, 
2010). Otros autores como Lee estudiaron la asociación COL/ doripenem mediante 
curvas de letalidad en 4 aislamientos sensibles a COL y observaron sinergia bactericida 
a las 24 hs a pesar del recrecimiento observado en COL en soledad, pero a las 48 hs la 
asociación mostro actividad solo en 2/4 aislamientos estudiados (Lee, 2013) 
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Tabla 27. Sinergia COL/ MER en aislamientos de K. pneumoniae con KPC sensibles y 
resistentes a COL 
N 
CIM ( µg/ml) 
FICI 
COL 
COL/ 
MER (8) 
COL/ 
MER(4) 
COL/ 
MER(2) 
MER 
MER/ 
COL (4) 
MER/ 
COL (2) 
MER/ 
COL(0.25) 
   36 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 2 
37 >64 >64 >64 >64 64 >64 >64 >64 2 
29 >64 >64 >64 >64 32 64 >64 >64 2 
38 32 32 >64 32 64 >64 >64 32 2 
39 >64 >64 <64 >64 64 64 >64 >64 2 
40 >64 64 >64 >64 32 >64 >64 >64 2 
41 64 64 >64 64 64 >64 >64 >64 2 
42 >64 32 >64 64 64 <64 <64 >64 1.5 
43 64 8 32 32 16 16 16 32 1.5 
44 32 32 >64 32 32 >64 >64 >64 1.5 
45 >64 >64 >64 >64 64 >64 >64 >64 2 
46 32 4 2 8 4 ≤0.125 8 8 3 
47 >64 16 >64 32 32 16 32 8 1 
3 1 0.25 1 1 8 ≤0.125 ≤0.125 4 1.25 
14 1 0.5 1 2 32 ≤0.125 ≤0.125 16 1.5 
7 1 2 2 4 64 ≤0.125 ≤0.125 >64 2 
1 1 1 2 2 32 ≤0.125 ≤0.125 32 3 
27 0.5 1 1 1 >64 ≤0.125 ≤0.125 32 2.5 
   21 0.25 1 1 1 64 ≤0.125 ≤0.125 8 1.1 
18 1 1 1 2 64 ≤0.125 ≤0.125 32 1.1 
26 1 1 1 1 32 ≤0.125 ≤0.125 32 2 
48 2 0.25 0.25 1 16 ≤0.125 ≤0.125 1 0.37 
49 2 1 1 4 64 ≤0.125 ≤0.125 64 3 
50 1 1 1 4 32 ≤0.125 ≤0.125 32 2 
52 0.5 0.5 0.125 1 16 ≤0.125 ≤0.125 8 2 
53 0.5 1 0.5 1 16 ≤0.125 ≤0.125 8 2.5 
55 0.5 1 0.5 0.25 16 >64 >64 ≤0.125 4 
57 0.5 ≤0.125 0.5 0.25 8 ≤0.125 ≤0.125 8 1 
MER (8): meropenem 8 µg/ml, MER (4): meropenem 4 µg/ml, MER (2): meropenem 2 µg/ml, COL (4): colistina 4 µg/ml, COL (2): 
colistina 2 µg/ml, COL (0.25): colistina 0.25 µg/ml. FICI: fractional inhibitory concentration index.(índice de concentración 
inhibitoria fraccionada) 
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1.3. Asociación meropenem/amikacina 
 
 Se estudió la asociación MER/AKN en 27 aislamientos de K. pneumoniae 
portadores de KPC que presentaron un rango de CIM de MER de 4- >64 µ/ml y de 
AKN de 4- 64 µ/ml.  
 Como se observa en la Tabla 28 esta asociación tampoco presento actividad 
frente a los aislamientos estudiados. Solo se observó sinergia (FICI: 0.13) en un 
aislamiento sensible a AKN (CIM: 4 µg/ml) con todas las concentraciones de AKN 
ensayadas en la asociación MER/AKN. Es de destacar que la actividad sinérgica no 
parecería depender de la sensibilidad a amikacina ya que se estudiaron otros 
aislamientos sensibles a AKN en los cuales no se observó sinergia con esta asociación.  
 Se ha reportado sinergia IMI/AKN y MER/AKN a las 24 hs por curvas de 
letalidad en 4 aislamientos de K. pneumoniae portadores de KPC-3 resistentes a AKN y 
actividad bactericida en 2/4 (Le, 2011). Tascini observó sinergia por la metodología de 
tablero de ajedrez utilizando otro aminoglucósido, con MER/GEN en 5/13 aislamientos 
de K. pneumoniae con KPC resistentes a colistina y con IMI/GEN en 3/13, en 
aislamientos sensibles a GEN. (Tascini, 2013). Jernigan detecto sinergia con la 
asociación DOR/GEN solo en 1/12 aislamientos de K. pneumoniae portadores de 
carbapenemasa resistentes a COL por curvas de letalidad. (Jernigan, 2012) 
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Tabla 28. Sinergia MER/ AKN en aislamientos de K. pneumoniae portadores de KPC  
 
N 
CIM  (µg/ml) 
FICI 
MER 
MER/ 
AKN (16) 
MER/ 
AKN(8) 
MER/ 
AKN(4) 
AKN 
AKN/ 
MER(8) 
AKN/ 
MER(4) 
AKN/ 
MER(2) 
3 8 0.5 32 8 8 2 16 16 0.75 
36 >64 16 >64 64 16 16 32 64 4 
14 32 16 >64 32 64 16 64 >64 3 
7 64 32 >64 64 64 16 64 64 2 
37 64 >64 >64 >64 64 >64 >64 64 2 
29 32 16 32 32 64 16 >64 >64 2 
1 32 16 >64 64 64 16 >64 >64 2 
38 64 8 32 16 64 16 64 >64 1 
27 >64 >64 <64 >64 32 16 64 64 2 
21 64 2 >64 64 8 4 8 16 1.5 
18 64 2 32 8 16 4 8 16 3 
39 64 >64 >64 64 64 16 >64 >64 2 
26 32 64 >64 64 32 16 32 >64 2 
40 32 64 >64 64 64 16 >64 >64 2 
25 64 16 >64 32 64 16 64 >64 2 
41 64 >64 >64 >64 64 64 >64 64 2 
42 64 64 64 64 64 16 >64 >64 2 
44 32 64 >64 64 64 16 32 >64 2 
45 64 64 64 64 64 16 >64 >64 2 
49 64 64 >64 64 64 16 32 >64 2 
52 16 8 16 32 64 16 32 >64 2 
53 16 ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125 4 0.5 4 4 0.13 
54 16 ≤0.125 16 16 16 4 8 32 1 
59 16 8 16 16 64 8 32 32 2 
57 8 8 16 16 64 8 >64 <64 2 
46 4 8 16 8 64 ≤0.125 32 32 1 
47 16 2 4 4 32 ≤0.125 ≤0.125 32 1.25 
AKN (16): amikacina 16 µg/ml, AKN (8): amikacina 8 µg/ml, AKN (4): amikacina 4 µg/ml,  MER (8): meropenem 8 µg/ml, MER 
(4): meropenem 4 µg/ml, MER (2): meropenem 2 µg/ml. FICI: fractional inhibitory concentration index.(índice de contracion 
inhibitoria fraccionada) 
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1.4. Asociación meropenem/ertapenem 
 
 Se estudió la asociación MER/ERT en 32 aislamientos de K. pneumoniae con 
KPC.  Todos los aislamientos presentaron alto nivel de resistencia a ERT (CIM 90 : >64 
µg/ml) mientras que el rango de CIM de MER fue: 4- 64 µg/ml como se observa en la 
Tabla 29. Solo un aislamiento presento CIM de MER: 4 µg/ml.  
 Se observó sinergia en 2/32 aislamientos. Ambos aislamientos presentaron los 
valores de CIM de ERT más bajos (16 µg/ml) mientras que los de MER tampoco 
superaron los 16 µg/ml. 
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Tabla 29. Sinergia MER/ ERT en aislamientos de K. pneumoniae con KPC  
 
N 
CIM  (µg/ml) 
FICI 
ERT 
ERT/ 
MER(8) 
ERT/ 
MER(4) 
ERT/ 
MER(2) 
MER 
MER/ 
ERT(8) 
MER/ 
ERT(4) 
MER/ 
ERT(2) 
46 16 <0.125 2 8 4 0.5 2 4 0.03 
3 >64 64 >64 >64 8 16 4 32 1.25 
57 32 8 32 >64 8 16 8 8 0.7 
48 >64 8 32 32 16 8 8 32 0.6 
43 >64 8 32 >64 16 32 4 8 0.75 
52 <64 8 32 >64 16 16 8 16 0.6 
53 32 8 32 >64 16 16 8 16 0.7 
54 >64 8 32 >64 16 16 4 32 0.7 
55 >64 8 32 >64 16 16 8 32 0.6 
59 >64 32 >64 >64 16 16 16 32 1.5 
47 16 <0.125 2 8 16 0.5 2 2 0.18 
14 >64 >64 >64 >64 32 32 16 32 1.5 
29 <64 >64 64 >64 32 32 8 32 2 
1 >64 >64 >64 >64 32 64 >64 32 2 
26 >64 >64 >64 >64 32 >64 >64 >64 1.5 
40 >64 64 >64 >64 32 >64 >64 >64 2 
44 >64 <64 >64 >64 32 >64 64 >64 2 
50 >64 16 >64 >64 32 16 16 32 0.75 
7 >64 64 >64 >64 64 64 >64 32 1.5 
37 >64 >64 >64 >64 64 >64 >64 >64 2 
38 32 8 32 32 64 8 8 16 0.75 
21 >64 32 4 8 64 64 2 32 0.6 
18 >64 64 >64 >64 64 64 >64 32 2 
39 >64 >64 >64 >64 64 >64 >64 >64 2 
25 >64 64 >64 >64 64 32 8 >64 1 
41 >64 >64 >64 >64 64 >64 >64 >64 2 
42 <64 >64 >64 >64 64 64 64 64 2 
45 >64 >64 >64 >64 64 64 >64 >64 2 
49 >64 >64 >64 >64 64 32 >64 32 2 
36 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 2 
27 64 >64 >64 >64 >64 >64 <64 >64 2 
MER (8): meropenem 8 µg/ml, MER (4): meropenem 4 µg/ml, MER (2): meropenem 2 µg/ml., ERT (8): ertapenem 8 µg/ml, ERT 
(4): ertapenem  4 µg/ml, ERT (2): ertapenem 2 µg/ml. FICI: fractional inhibitory concentration index.(indice de concentracion 
inhibitoria fraccionada) 
 
 La doble terapia con carbapenemes ha sido propuesta por Bulik basándose en 
modelos in vitro e in vivo con los cuales demostró una mayor actividad de la 
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combinación ERT más doripenem respecto a las drogas en soledad. Se plantea que la 
actividad observada se debería a la mayor afinidad de la enzima KPC por el ERT, la 
interacción KPC-ERT permitiría que existan concentraciones mayores del otro 
carbapenem para ejercer su efecto antimicrobiano debido a la disminución de la 
concentración de la enzima que se produce por la interacción con el ERT. (Bulik, 2011). 
Sin embargo, Thompson explica esta supuesta mayor actividad de la combinación 
señalando que lo que se produce es una disminución del inoculo bacteriano debido al 
uso de ERT en primer lugar, lo que permite luego una mejor actividad de doripenem. 
(Thompson, 2012). Por su parte, Giamarellou presenta la efectividad de la doble terapia 
en tres pacientes con infecciones por K. pneumoniae con KPC-2 (2 bacteriemias y una 
infección del tracto urinario). A pesar de los elevados valores de CIM a ambos 
carbapenemes, estos pacientes evolucionaron favorablemente con la biterapia 
(Giamarellou, 2013).  
 
 Se sugiere la inclusión de un carbapenem, especialmente meropenem, 
administrado en dosis máximas e infusión prolongada junto con al menos otro 
antibiótico no β- lactámico activo, para el manejo de las infecciones severas causadas 
por enterobacterias productoras de carbapenemasas. Estudios previos basados en 
modelos PK/PD en humanos, proponían considerar el uso de la asociación de 
carbapenemes con otra droga activa frente a aislamientos portadores de KPC con CIM 
del carbapenem ≤ 4 µg/ml y administrado en altas dosis y en infusión prolongada 
(Daikos, 2011), más recientemente el mismo autor describió que la mortalidad en 
pacientes con bacteriemia por K. pneumoniae portadora de carbapenemasas (KPC o 
MBL) disminuyo del 44.4% (monoterapia) al 19.3% cuando se usó terapia combinada 
con un carbapenem (MER o DOR), si los aislamientos presentaban CIM carbapenemen 
≤ 8 µg/ml. (Daikos, 2014). En este hospital, los aislamientos, como se puede observar 
en la Tabla 29 presentan altos valores de CIM a carbapenemes, solo uno presento CIM 
de MER: 4 µg/ml y 2 presentaron CIM de MER: 8 µg/ml, situación alejada de la 
realidad que plantea el autor.  
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2. Estudios de sinergia mediante curvas de letalidad  
 
 Colistina mostró comportamiento bacteriostático en todos los aislamientos 
estudiados (sensibles y resistentes). En los aislamientos sensibles a COL se observa una 
disminución del inoculo inicial a las 4 hs seguido de un crecimiento que se observa 
claramente a las 24 hs independientemente de la concentración de COL utilizada en el 
estudio (0.5, 2 o 4 µg/ml) (Figura 49 a y b). Este recrecimiento está relacionado a la 
presencia de subpoblaciones resistentes que se encuentran en una alta proporción en K. 
pneumoniae como se describió previamente en este trabajo y en otros (Poudyal, 2008) 
(Meletis, 2011) y se observa aún a concentraciones superiores a las alcanzables in vivo, 
por lo cual las dosis recomendadas de colistin metano sulfonato (CMS) suelen ser sub- 
óptimas para la monoterapia con esta droga. 
  Estudios farmacocinéticas han mostrado que las concentraciones séricas de 
colistin metano sulfonato que se alcanzan con las dosis recomendadas son  2–3 mg/l 
promedio en estado estacionario (Bergen, 2012). Las concentraciones que se usaron 
para las curvas de letalidad se seleccionaron, como se dijo anteriormente, según los 
puntos de corte establecidos para COL y para RIF en los estudios de sinergia y según 
estas concentraciones séricas porque estas concentraciones muestran mejor correlación 
con las condiciones terapéuticas que los múltiplos de la CIM en estos aislamientos 
multiresistentes. 
 
Figura 49. Curva de letalidad de COL en a) Aislamiento sensible a col b) Aislamiento 
resistente a col. (concentración de COL utilizada: 4 µg/ml) 
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2.1. Asociación colistina/rifampicina 
 
2.1.a. Aislamientos resistentes  a colistina 
 
 Se determinó la actividad de la asociacion en tres aislamientos de K. pneumoniae con 
KPC resistentes a colistina y se obtuvo sinergia en los 3 aislamientos. La sinergia es 
bacteriostática y se evidenció con todas las concentraciones de COL ensayadas (4, 2 y 
0.5 µg/ml). Se observa la disminución del valor de la CIM de COL debido a que el 
agregado de RIF disminuye el crecimiento de las subpoblaciones resistentes como se 
observa en las Figuras 50, 51 y 52.  
 
Figura 50. Curva de letalidad de la asociación COL/RIF correspondiente al aislamiento 
36. (Concentración de COL utilizada: 4 µg/ml) 
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Figura 51. Curva de letalidad de la asociación COL/RIF correspondiente al aislamiento 
37. (Concentraciones de COL utilizadas: 0.5 y 2 µg/ml) 
 
 
 
Figura 52. Curva de letalidad de la asociación COL/RIF correspondiente al aislamiento 
39. (Concentración de COL utilizada: 4 µg/ml) 
 
 
 
 Se observa una disminución del inoculo inicial de 2 log a las 4 hs. pero a las 24 
hs se detectan recuentos del orden de 10
4 
o 10
6 
UFC/ml
 
por lo cual el efecto final 
siempre es bacteriostático y no se observa eliminación total del inoculo.  
 Resultados similares fueron reportados por Bratu, en dos aislamientos de K. 
pneumoniae KPC positivos resistentes a COL observó sinergia bacteriostática mediante 
curvas de letalidad (Bratu, 2005)  
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2.1.b. Aislamientos sensibles a colistina 
 
 Se estudió la actividad de la asociación en 4 aislamientos, observándose sinergia 
en dos de ellos. En forma similar a lo que ocurre en los aislamientos resistentes a 
colistina, en los sensibles hay sinergia por inhibición de la subpoblación resistente. En 
los estudios por curva de letalidad no en todos los casos la disminución llega a ser 
mayor a 2 log, por lo tanto el resultado final a las 24 hs suele ser indiferencia. 
 En los gráficos de la curvas de letalidad correspondientes a los aislamientos nro 
18 y nro 7 se observa que si bien la disminución del recuento de viables a las 4 hs. para 
la asociación COL/RIF es mayor a 2 log y similar a lo que ocurre con COL en soledad, 
a las 24 hs se observa que aunque la asociación disminuye el recuento respecto al de 
COL, el cual es de 10
5
 UFC/ml, éste es de 10
4 
UFC/ml en el aislamiento nro 18,  
mientras que en el nro 7 los recuentos para COL y la asociación COL/RIF son 10
4 
y 10
3
 
UFC/ml, respectivamente, por lo cual el efecto final es de indiferencia en ambos casos 
(Figuras 53 y 54). 
 Por otro lado, lado en los gráficos correspondientes a los aislamientos 27 y 16,  
se observa el mismo efecto inicial a las 4 hs pero a las 24 hs el recuento de viables de la 
asociación es mayor de 2 log, observándose un efecto final sinérgico respecto a la droga 
en soledad (Figuras 55 y 56). 
 
Figura 53. Curva de letalidad de la asociación COL/RIF del aislamiento 18 
(Concentración de COL utilizada: 4 µg/ml) 
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Figura 54. Curva de letalidad de la asociación COL/RIF del aislamiento 7 
(Concentración de COL utilizada: 4 µg/ml) 
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Figura 55. Curva de letalidad de la asociación COL/RIF en el aislamiento 27 
(Concentración de COL utilizada: 4 µg/ml) 
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Figura 56. Curva de letalidad de la asociación COL/RIF en aislamiento 16 
(Concentración de COL utilizada: 4 µg/ml) 
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 El mecanismo propuesto que explicaría la sinergia de la combinación COL/RIF 
es la ruptura de la membrana externa bacteriana provocada por la colistina, lo cual 
facilitaría la entrada de rifampicina, antibiótico que debido a su hidrofobicidad, 
habitualmente no penetra eficientemente la membrana de los BGN; esta dificultad en la 
entrada a la bacteria seria la causa de los altos valores de CIM de RIF que se observan 
en los BGN multiresistentes. La colistina actúa sobre el lipopolisacarido de la 
membrana externa, lo cual desplaza a los cationes divalentes y permite la disrupción de 
la membrana, incrementando su permeabilidad, no solo para sí mismo, sino para otros 
compuestos como la rifampicina, que asi, penetra y puede ejercer su acción sobre su 
sitio blanco en el citoplasma (Lee, 2013). Algunos autores han reportado en 
Acinetobacter baumannii que las subpoblaciones resistentes a COL presentan una 
mayor sensibilidad a antimicrobianos que usualmente son inefectivos frente a 
aislamientos sensibles, esto se vería favorecido por los cambios que se producen en la 
membrana externa al desarrollarse la resistencia a COL, lo cual permite el acceso de 
otros antimicrobianos. (Tan, 2007) (Henry, 2012) (Moffatt, 2010). Este fenómeno 
podría explicar también el aumento de la actividad de la asociación COL/RIF en 
aislamientos de  K. pneumoniae resistentes a COL. 
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2.2. Asociación colistina/tigeciclina 
 
2.2.a. Aislamientos resistentes a colistina. 
 
 No se evidencio sinergia COL/TIG en los 2 aislamientos estudiados por esta 
metodología a pesar de que presentaban sensibilidad a TIG. La concentración de  COL 
y TIG utilizada fue de 4 µg/ml (Figuras 57 y 58). 
 
Figura 57.  Curva de letalidad de COL y su combinación con TIG en  aislamiento n 36 
de K. pneumoniae portadora de  KPC resistente a COL y sensible a TIG (CIM: 1 
µg/ml). 
 
 
Figura 58. Curva de letalidad de COL y su combinación con TIG en  aislamiento n 39 
de K. pneumoniae portadora de KPC resistente a COL y sensible a TIG (CIM: 2 µg/ml) 
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 Tigeciclina mostro actividad bacteriostática, como era de esperarse. Se observa 
que la asociación de COL con TIG no mejora la actividad de TIG en soledad, el 
recuento de viables a las 24 hs es el mismo que el de TIG (10
4
 y 10
7
 UFC/ml, 
respectivamente) mientras que se observa disminución del recuento de viables si se lo 
compara con COL, esto se debe a que los aislamientos presentaban resistencia a este 
antimicrobiano.  Otros autores han documentado sinergia COL/TIG en aislamientos 
resistentes a COL, Tascini en 5/13 (38.5%) aislamientos, y observo actividad 
bactericida solo en 3 /13 (Tascini, 2013). Eleman reporto sinergia aunque menos 
evidente que para la asociación con RIF (Eleman, 2010).  
 En el análisis poblacional realizado en el presente trabajo se observa un alto 
porcentaje de aislamientos con presencia de subpoblaciones resistentes a TIG pero 
también un menor efecto inhibitorio de la combinación COL/TIG respecto a lo 
observado en la  asociación de COL con RIF porque como se dijo anteriormente, la 
actividad de la asociación no muestra variaciones respecto a la del antibiótico en 
soledad. 
 
2.2.b. aislamientos sensibles a colistina 
 
 Se estudiaron dos aislamientos por esta metodología y se observó la presencia de 
sinergia en uno de ellos (Figuras 59 y 60). 
 
Figura 59. Curva de letalidad de COL y su combinación con TIG en  aislamiento  21 de 
K. pneumoniae con KPC sensible a COL y a TIG (CIM: 2 µ/ml).  
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 Se observa que la actividad de la asociación es comparable a la actividad de TIG 
en soledad 
 
Figura 60.  Curva de letalidad de COL y su combinación con TIG en  aislamiento n 25 
de K. pneumoniae con KPC sensible a COL y a TIG (CIM: 0.06 µg/ml) 
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 En la Figura 60 se observa que la asociación COL/TIG en este aislamiento es 
sinérgica, se observa una disminución en el recuento de sobrevivientes a las 24 hs con la 
asociación COL/TIG mayor de 2 log respecto a COL en soledad y de 2 log respecto a 
TIG. 
 Pournaras estudió la combinación COL/TIG por curvas de letalidad y observo 
actividad bactericida de TIG en soledad solo en 1/8 aislamientos de enterobacterias 
portadoras de KPC sensibles a colistina (CIM: 0.5-1 µg/ml), mientras que la 
combinación con COL resulto bactericida en todos los aislamientos y sinérgica a 
concentraciones 1xCIM y 2xCIM a las 4 y 8 hs y se mantuvo a las 24 hs en 
concentraciones 4xCIM de ambas drogas, teniendo en cuenta que esta última 
concentración es difícil de alcanzar en suero (Pournaras, 2011). Los valores alcanzados 
por TIG en suero no superan 1 µg/ml, valor que está por debajo del punto de corte de 
susceptibilidad propuesto por la FDA. TIG alcanza su eficacia terapéutica a 
concentraciones cercanas al valor de la CIM, por lo cual su eficacia es muy baja si se 
usan concentraciones suboptimas para el tratamiento de bacteriemias (Kelesidis, 2008). 
Por su parte, Betts estudió la actividad de esta asociación en enterobacterias resistentes a 
carbapenemes por mecanismos enzimáticos y no enzimáticos y observo sinergia en 7/15 
aislamientos e indiferencia en 8/15 utilizando concentraciones de 2 µg/ml  y de 1 µg/ml  
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de COL y TIG, respectivamente; solo uno de los aislamientos presentaba resistencia a 
COL ( Betts, 2014) 
 
3. Estudios de sinergia mediante tiras de E-test  
 
3.1. Asociación colistina/rifampicina. 
3.1.a. Aislamientos resistentes a colistina. 
 
 Se estudiaron 13 aislamientos por esta metodología.  El agregado de RIF 
disminuyo en al menos tres diluciones la CIM de COL en todos los aislamientos 
ensayados. Los resultados se observan en la Tabla 30 
 
Tabla 30. Actividad de la asociación COL/RIF en 13 aislamientos de K. pneumoniae  
portadores de KPC resistentes a colistina 
 RIF (4): rifampicina 4 µg/ml. 
  
 Este efecto sinérgico que se observa se correlaciona con el análisis poblacional 
de los aislamientos resistentes a COL,  en  los cuales el recuento de sobrevivientes  
N 
CIM (µg/ml) 
COL RIF COL/RIF(4) 
36 64 >64 0.75 
60 16 >64 0.5 
29 64 >64 0.5 
39 64 >64 0.5 
66 16 >64 0.125 
67 16 >64 0.5 
68 32 >64 0.125 
37 64 >64 0.5 
38 32 >64 0.25 
40 64 >64 0.75 
44 32 >64 0.75 
45 64 >64 2 
47 64 >64 1 
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disminuye de 10
8 
UFC /ml
 
 a 10
1 
UFC /ml
 
aproximadamente con el agregado de RIF 
como se observa en los Gráficos 45 y 46 (Cap. III) Como se mencionó anteriormente, 
la combinación con RIF evitaría la selección de subpoblaciones resistentes a COL. 
 Este  método mostró resultados comparables a los obtenidos por la metodología 
de tablero de ajedrez en los aislamientos resistentes a colistina y representa una opción 
rápida, fácil y eficiente para  laboratorios de mediana complejidad. (Nastro, 2014) como 
se muestra en la Figura 61. 
 
Figura 61. Sinergia COL/RIF mediante tiras de E- test en aislamiento de K. 
pneumoniae con KPC resistente a COL 
 
a. E-test de COL en placa de agar MH.  
 
 
b. E-test de COL en placa de agar MH suplementada con RIF en concentración de 4 
µg/ml.  
 
Se observa la disminución del valor de la CIM de COL frente al agregado de RIF.  
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3.1.b. Aislamientos sensibles a colistina  
 
 Se estudiaron 10 aislamientos y se observó indiferencia en el 100% de los casos 
debido a que la disminución del valor de CIM de COL en la asociación no llega a ser 
mayor de 2 diluciones.  
 
Tabla 31. Actividad de la asociación COL/RIF en 10 aislamientos de K. pneumoniae  
portadores de KPC sensibles a colistina 
 
 RIF (4): rifampicina 4 µg/ml. 
 
 En este caso no hay correlación entre las metodologías empleadas, el empleo de 
las tiras de E-test es un método que carecería de sensibilidad para la detección de 
sinergia ya que no permite la visualización de la inhibición de las subpoblaciones 
resistentes.  
 
4. Estudios de sinergia mediante determinación de CIM/CBM. 
 
 Se realizaron un total de 49 estudios de sinergia por esta metodología basados en 
el tratamiento indicado en cada paciente, en 13 aislamientos de K. pneumoniae 
N 
CIM (µg/ml) 
COL RIF COL/RIF(4) 
27 0.5 >64 0.5 
18 1 >64 1 
21 0.25 >64 0.25 
4 0.25 >64 0.25 
7 1 >64 1 
69 1 >64 1 
70 1 >64 0.5 
57 0.5 >64 0.5 
8 0.5 >64 0.25 
13 1 >64 0.75 
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portadores de KPC resistentes a COL y en 17 sensibles.  Se ensayó COL y sus 
asociaciones con RIF, TIG y MER. Los resultados se observan en la Tabla 32. 
 
Tabla 32. Actividad de colistina y sus combinaciones en aislamientos de K. 
pneumoniae portadores  KPC sensibles y resistentes a COL. 
 
AISLAMIENTOS COL R 
  
AISLAMIENTOS COL S 
  
ASOCIACION ASOCIACION 
 
        
N 
(13) 
COL/ 
RIF 
COL/ 
TIG 
COL/ 
MER 
 N 
(17) 
COL/ 
RIF 
COL/ 
TIG 
COL/ 
MER 
36 S ND ND  16 S I ND 
60 S ND S  18 I I ND 
39 S ND ND  21 I I ND 
37 S ND ND  61 I I I 
38 S ND ND  48 ND ND I 
40 S  I I  62 I I I 
44 S ND I  4 I ND ND 
47 S ND ND  59 I ND ND 
41 ND  I I  51 ND ND I 
67 ND  S ND  25 I S I 
47 ND ND I  63 S   I I 
44 ND ND I  64 S ND S 
68 ND ND S  57 S ND S 
     58 ND ND S 
     65 ND ND S 
     54 ND ND I 
     55 I ND I 
S: sinergia, I: indiferencia, ND: no determinado. 
  
 La asociación COL/RIF demostró ser la más efectiva en los aislamientos 
resistentes a COL, resultado que también se demostró con las otras metodologías 
estudiadas. La sinergia es bacteriostática porque se observa disminución del valor de la 
CIM  pero no en la CBM. Tascini observó sinergia en el 100% de los aislamientos 
estudiados con una disminución de la CIM de COL por debajo del punto de corte en 
7/13, pero a diferencia del presente estudio, en 8/13 aislamientos la sinergia fue 
bactericida por la metodología CIM/CBM (Tascini, 2013).  
 Por el contrario, en los aislamientos sensibles a COL, solo se observó sinergia en 
4/12 siendo esta bactericida en un aislamiento.  
 La asociación COL/TIG no demostró ser efectiva ni en aislamientos sensibles ni 
en resistentes a COL, en coincidencia con los resultados obtenidos por las otras 
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metodologías, se observó sinergia en 1/3 y el 1/7 aislamientos resistentes y sensibles a 
COL, respectivamente.  
 La asociación COL/MER demostró ser sinérgica solo  en 2/7 aislamientos 
resistentes a COL con CIM MER: 16 µg/ml. En los aislamientos sensibles a COL se 
observó sinergia en 4/12 
 
5. Evaluación clínico-microbiológica de la asociación colistina/ rifampicina.   
 
 La asociación COL/RIF ha sido usada en infecciones severas como meningitis, 
neumonía y sepsis frente a aislamientos de BGN sensibles a colistina (Petrosillo, 2005) 
(Falagas, 2011)  pero en el hospital de Clínicas José de San Martin en los últimos años 
fueron documentados 5 pacientes que recibieron esta asociación de antibióticos para el 
tratamiento de infecciones por K. pneumoniae  portadora de KPC  resistente a COL (4 
bacteriemias y una infección del tracto urinario bacteriemica). Estos pacientes fueron 
tratados con esta asociación utilizando una dosis de COL, IV (100 mg/8 hours) y RIF, 
IV (600 mg) y la evolución fue favorable en los 5. (Nastro, 2014) (Tabla 33). 
 
Tabla 33. Datos clínicos y microbiológicos de los 5 pacientes con infecciones por K. 
pneumoniae portadora de KPC resistente a COL que fueron tratados con la asociación 
COL /RIF. 
 
Paciente 
Enfermedad 
de base 
Muestra 
Uso previo 
de COL 
Sinergia COL /RIF (4 
µg/ml) 
Evolución 
Tablero 
ajedrez 
Curva 
letalidad 
1 insuficiencia 
renal 
sangre si si si favorable 
2 meningioma sangre si si si favorable 
3 pancreatitis sangre si si si favorable 
4 fractura de 
cadera 
orina si si si favorable 
5 desconocida sangre si si si favorable 
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6. Resistencia secuencial a múltiples antimicrobianos en K. pneumoniae portadora 
de KPC. Presentación de un caso clínico. 
 
 Se estudió el caso de un paciente de 66 años, diabético, con una infección 
abdominal causada por K. pneumoniae portadora de KPC-2 el cual desarrollo resistencia 
secuencial a colistina y tigeciclina durante su tratamiento a pesar de haber recibido 
terapia combinada. El paciente fue operado tras sufrir perforación de ulcera gástrica, 48 
hs después de una cirugía del tracto urinario, recibiendo vancomicina e imipenem como 
profilaxis. Se le detecto colonización por K. pneumoniae portadora de KPC al realizarse 
el cultivo de vigilancia. Como su evolución no fue favorable se le tomaron muestras 
abdominales cada vez que se le realizaba drenaje. Se recuperaron los aislamientos 1, 2, 
3 y 4, mientras que la terapia instaurada se modificaba según la sensibilidad de los 
aislamientos. El paciente falleció a los dos meses de hospitalización. La información se 
presenta en la Tabla 34 
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Tabla 34. Actividad de los distintos antibióticos y sus combinaciones frente a los 4 aislamientos de K. pneumoniae y tratamiento instaurado.  
 
 
 
 
    CIM (µg/ml) ASOCIACIONES   
 
FECHA N IMI MER COL TIG RIF FOS 
COL/ 
TIG 
COL/ 
RIF 
COL/ 
MER 
COL/ 
FOS 
TIG/ 
RIF 
FOS/ 
RIF 
FOS/ 
TIG 
COL/FOS/ 
RIF 
TTO 
 7/8/12 1 32 32 1 0.06 >64 8 ND ND ND ND ND ND ND ND - 
 29/8/12 2 32 32 1 0.06 >64 8 I I I ND I ND ND ND COL, TIG 
 6/9/12 3 32 32 64 0.25 >64 8 I S I ND ND ND ND ND COL, TIG 
 16/9/12 4 32 32 64 16 >64 8 ND ND ND I I I I S COL, FOS, RIF 
S: sinergia, I: indiferencia, ND: no determinado, TTO: tratamiento.
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 Se detectó la presencia del gen blaKPC-2 en los 4 aislamientos, los cuales 
mostraron igual perfil de bandas por OD-PCR lo que indica similitud genética.  
 Colistina demostró actividad bactericida a las 4 hs. pero se observó 
recrecimiento a las 24 hs. Las asociaciones de COL con RIF, MER y TIG demostraron 
ser indiferentes frente al aislamiento 2, mientras que la combinación COL /RIF fue 
sinérgica frente al aislamiento 3, a pesar de presentar una CIM de COL de 64 µg/ml. 
Tigeciclina no mostro actividad sinérgica con ninguno de los antibióticos probados. 
Fosfomicina presentó actividad bactericida a las 4 hs en soledad y en combinación con 
RIF y COL, sin embargo,  este efecto solo se mantuvo a las 24 hs cuando se combinaron 
las tres drogas. Se observó la presencia de subpoblaciones resistentes a COL (CIM > 2 
mg/ml) en los aislamientos 1 y 2 mientras que no se observaron subpoblaciones 
resistentes a TIG en ninguno de los 3 aislamientos estudiados.  
 Los aislamientos multiresistentes (MDR) son frecuentemente resistentes a al 
menos uno de los antimicrobianos usados en la terapia y así, se favorece la posibilidad 
de selección de resistencia, influenciada también por factores propios del huésped y de 
la infección; en el caso de las infecciones intra-abdominales, el drenaje del foco es 
crítico en el tratamiento. Existen pocos estudios in vivo que demuestren la eficacia de la 
triple terapia para el tratamiento de infecciones por gérmenes MR y la mayoría de los 
estudios in vitro fueron realizados en bacilos Gram negativos no fermentadores (Rahal, 
2006).  Urban estudió aislamientos de  K. pneumoniae y Escherichia coli y obtuvo 
actividad bactericida en el 90% usando la combinación polimixina B- doripenem- 
rifampicina (Urban, 2010). En este paciente, a pesar de haber recibido la combinacion 
COL/TIG durante una semana no se puedo evitar la selección de la resistencia a COL; 
como se dijo anteriormente en este trabajo, la heteroresistencia a COL es muy frecuente 
en los aislamientos de K. pneumoniae con KPC de nuestro hospital, con lo cual  se 
favorece la selección de resistencia ya que la asociación no previene el recrecimiento a 
las 24 hs de incubación. La resistencia a TIG en el aislamiento 4 probablemente se haya 
debido a la presión selectiva inducida por el tratamiento prolongado con esta droga y a 
la falta de un correcto drenaje de la infección. No se observó sinergia con TIG y sus 
asociaciones en ninguno de los 3 aislamientos, Pournaras, por el contrario, observó 
actividad bactericida con la combinación COL/TIG, aunque también se observó 
recrecimiento a las 16-24 hs en algunos de los aislamientos que estudió (Pournaras, 
2011) La asociación COL/RIF fue sinérgica en los aislamientos resitentes a COL, como 
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se demostró previamente en esta tesis, sin embargo, este tratamiento no fue instalado. 
La asociación COL/MER no fue sinérgica probablemente debido al valor de  CIM de 
MER de los aislamientos.  
 Fosfomicina debe ser usada siempre en asociación con otro agente activo en 
infecciones severas dada su habilidad para seleccionar mutantes resistentes (Endimiani, 
2010) aunque hay pocos estudios de emergencia de resistencia a esta droga cuando es 
usada en doble o triple terapia en aislamientos portadores de KPC (Karageorgopoulos, 
2012). En este caso, se observó un rápido decrecimiento del inoculo inicial a las 4 hs 
pero también un importante recrecimiento a las 24 hs, el cual no se puedo evitar con la 
adición de otro agente como RIF, COL o TIG. Solo se obtuvo efecto bactericida con la 
asociación FOS/COL/RIF, sin embargo, no se puedo comprobar la actividad in vivo de 
esta triple terapia ya que el paciente falleció. (Nastro, 2014)
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CAPITULO I: Resistencia a cefalosporinas de espectro extendido 
 
1. La presencia de BLEE representa el mecanismo principal de resistencia a CEE en 
enterobacterias sin AmpC inducible en nuestro medio, mientras que AmpCp es mucho 
menos frecuente. 
2. Las BLEEs de tipo CTX-M continúan siendo las enzimas predominantes en 
aislamientos de E. coli, K. pneumoniae y P. mirabilis recuperados mayoritariamente de 
pacientes hospitalizados. 
3. Se observa un desplazamiento de BLEE de tipo CTX-M-2 por enzimas del grupo 
CTX-M-1, asociado a una diseminación multiclonal lo cual refleja un cambio en la 
epidemiología molecular de las BLEE circulantes.  
4. La presencia de enzimas de tipo CTX-M-8 y CTX-M-9  en nuestro medio es 
minoritaria respecto a las BLEE de tipo CTX-M-1. 
5. Los puntos de corte recomendados por EUCAST para las tres CEE permiten la 
detección de casi la totalidad de las BLEE y AmpCp, en cambio los propuestos por el  
CLSI para CAZ sólo detectan aproximadamente el 50% de las BLEE y de AmpC; 
mientras que FEP detecta el 70% de los aislamientos con BLEE.  
 
CAPITULO II: Resistencia a carbapenemes 
 
1. El mecanismo de resistencia mas prevalente en ERC fue la presencia de 
carbapenemasa de tipo KPC y la especie más frecuentemente involucrada fue K. 
pneumoniae seguida de E. cloacae. Los aislamientos portadores del gen blaKPC 
surgieron en forma esporádica en los primeros semestres causando brotes aislados en 
distintas salas de internación de este hospital y luego se observó una diseminación 
monoclonal en K. pneumoniae asociada al clon mundialmente exitoso correspondiente 
al ST258. Esta diseminación luego se extendió a otras especies, como Enterobacter spp.  
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2. La recuperación de la sensibilidad a los aminoglucósidos y la evolución dispersa en 
los perfiles de sensibilidad a otros antibióticos No β- lactamicos en el último periodo 
estudiado alertó sobre la presencia de secuenciotipos distintos al ST258, lo cual se 
confirmó genéticamente.  
3. Las enzimas de tipo MBL y de tipo OXA fueron muy poco frecuentes, como asi 
también la resistencia no enzimática. 
 
CAPITULO III: Resistencia a colistina en K. pneumoniae 
 
1. La resistencia a colistina emerge con la aparición de K. pneumoniae portadora de 
KPC, la resistencia mostró variaciones a lo largo del periodo analizado, actualmente 
alcanzando el 30 % de los aislamientos portadores de KPC y el 4 % global. 
2. El método de predifusión con tabletas Neo-Sensitab demostró ser un buen método de 
screening para la detección de aislamientos con alto nivel de resistencia a COL (CIM ≥ 
16 µg/ml) pero no en aislamientos con CIM: 4-8 µg/ml. En aquellos aislamientos con  
halos de inhibición ≥ 15 mm se debe realizar CIM para confirmar la actividad. 
3. La heteroresistencia a COL en K. pneumoniae portadora de  KPC alcanzó el 89% y el 
uso previo de COL podría facilitar la selección de subpoblaciones resistentes.  
4. La asociación COL/ RIF demostró ser efectiva para evitar la selección de 
subpoblaciones resistentes a COL en los aislamientos sensibles y disminuiría la 
población resistente en los aislamientos resistentes en los cuales la selección ya tuvo 
lugar. 
5. La asociación COL/ VAN también evitó la selección de subpoblaciones resistentes, 
pero no demostró actividad en los aislamientos resistentes. 
6. El uso previo de COL es el principal factor relacionado con la adquisición de 
resistencia a COL. En los aislamientos portadores de KPC ocurre debido a la selección 
de las subpoblaciones resistentes en el clon epidémico y en los aislamientos no 
portadores de KPC, por dispersión de clones, los cuales a su vez son diferentes a los 
encontrados en la población sensible. 
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CAPITULO IV: Estudios de sinergia en aislamientos de K. 
pneumoniae portadores de KPC 
 
1. La asociación COL/RIF fue sinérgica “in vitro”, tanto en los  aislamientos portadores 
de KPC sensibles como resistentes a COL; en los aislamientos sensibles por inhibición 
del crecimiento de las subpoblaciones resistentes a COL, y en los  resistentes, al 
disminuir el crecimiento de la población resistente. 
2. Las combinaciones COL/MER, COL/AKN, COL/ERT, COL/TIG y MER/ERT no 
fueron sinérgicas, salvo algunas excepciones.   
3. La asociación COL/RIF fue utilizada exitosamente en algunos pacientes teniendo en 
cuenta la importancia de conocer la fuente de infeccion, debido a que el drenaje del foco 
también es indispensable para la buena evolución clinica.  
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CONCLUSION GENERAL 
 El mecanismo de resistencia a cefalosporinas de espectro extendido en 
enterobacterias sin AmpC inducible continua siendo la producción de β- lactamasas de 
espectro extendido y en mucha menor proporción las enzimas de tipo AmpC 
plasmidicas. Se observó un cambio en la epidemiologia de las BLEEs, donde las 
enzimas de tipo CTX-M-2 fueron desplazadas por enzimas del grupo CTX-M-1, 
desplazamiento asociado a una diseminación multiclonal.  
 La resistencia a carbapenemes por producción de serinocarbapenemasa de tipo 
KPC representa el mecanismo de resistencia más frecuente, siendo la presencia de MBL 
y de enzimas de tipo OXA poco frecuentes hasta el momento. Los aislamientos 
portadores del gen blaKPC surgieron esporádicamente causando brotes aislados y luego 
se observó una diseminación monoclonal en K. pneumoniae asociada al ST258. 
Posteriormente se detectó la diseminación a otras especies de enterobacterias y a otros 
secuenciotipos de K. pneumoniae. Como consecuencia del uso de la colistina emerge la 
resistencia a esta droga en K. pneumoniae portadora de KPC probablemente debido a la 
selección de las subpoblaciones resistentes en el clon epidémico, mientras que en los 
aislamientos no portadores de KPC se observó la dispersión de clones resistentes. La 
asociación colistina/ rifampicina demostró ser la combinación más activa in vitro, en 
aislamientos portadores de KPC sensibles y resistentes a colistina y fue utilizada 
exitosamente en algunos pacientes.  
 En conclusión, debido a las limitadas opciones terapéuticas disponibles frente a 
estos aislamientos con multi y extrema- resistencia y la gran capacidad que presenta 
especialmente K. pneumoniae para adquirir nuevos mecanismos de resistencia, se  hace 
imprescindible el estudio bacteriológico que permita optimizar el tratamiento 
antibiótico, como así también los estudios moleculares que ayudan a conocer la 
epidemiologia local y enfatizar en la aplicación de medidas de control de infeccion que 
eviten la diseminación de estos aislamientos. 
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RESUMEN 
 
 La familia Enterobacteriaceae comprende un grupo heterogéneo de  especies 
causantes de infecciones adquiridas en la comunidad y nosocomiales, entre ellas 
infecciones del tracto urinario,  gastrointestinales, neumonías, bacteriemias, infecciones 
intra-abdominales, meningitis e infecciones de sitio quirúrgico. La producción de β- 
lactamasas es el mecanismo de resistencia a los antimicrobianos más importante. El 
primer reporte de enzimas de codificación plasmídica con capacidad de hidrolisis sobre 
las cefalosporinas de espectro extendido fue publicado en el año 1983, se trataba de una 
mutación de un solo nucleótido en la enzima SHV-1. Posteriormente, se identificaron 
enzimas derivadas de TEM-1 y TEM-2 con el mismo perfil hidrolítico. Las enzimas de 
tipo CTX-M fueron descriptas durante la década del 80’ y los aislamientos portadores 
de CTX-M-2 se diseminaron rápidamente, especialmente en Sud- América. El uso de 
antimicrobianos de última generación a lo largo de los años posiblemente haya 
seleccionado β- lactamasas con mayor espectro de hidrólisis, así también eran 
esperables cambios en la epidemiología de las β- lactamasas de espectro extendido 
(BLEE), los cuales traerían aparejado un mayor impacto en la población, como es el 
aislamiento de enterobacterias con BLEE en pacientes ambulatorios. En los últimos 
años se observó la emergencia mundial  de  aislamientos portadores de carbapenemasas, 
especialmente de tipo KPC, con alto impacto en la terapéutica que hizo necesario el uso 
de viejos y nuevos antimicrobianos y a la necesidad de realizar asociaciones para evitar 
la selección de aislamientos resistentes y establecer herramientas terapéuticas viables.  
 El objetivo principal de esta tesis fue caracterizar fenotípica y genotípicamente 
los aislamientos de enterobacterias con resistencias emergentes como así también 
determinar la similitud genética entre ellos. Debido a que es esperable  que el mayor uso 
de la colistina haya originado un aumento en la resistencia y la aparición de nuevas 
formas de resistencia (heteroresistencia) a este viejo antimicrobiano se propuso el 
estudio de la detección de la resistencia y heteroresistencia a colistina en Klebsiella  
pneumoniae. También se evaluo la actividad in vitro de asociaciones de antimicrobianos  
frente a aislamientos de K. pneumoniae portadores de KPC.  
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 Se estudiaron aislamientos de enterobacterias de pacientes atendidos en el 
hospital de Clínicas “José de San Martin” durante el periodo comprendido entre los 
años 2009 y 2013.  
 Este trabajo permitió describir que la presencia de BLEE representa el 
mecanismo principal de resistencia a cefalosporinas de espectro extendido en 
enterobacterias sin AmpC inducible en nuestro medio, mientras que las enzimas de tipo 
AmpC plasmídicas son  mucho menos frecuentes; y confirmar que las BLEEs de tipo 
CTX-M continúan siendo las enzimas predominantes en aislamientos de Escherichia 
coli, K. pneumoniae y Proteus mirabilis recuperados mayoritariamente de pacientes 
hospitalizados; pero se observó un desplazamiento de BLEEs de tipo CTX-M-2 por 
enzimas del grupo CTX-M-1, asociado a una diseminación multiclonal lo cual refleja un 
cambio en la epidemiología molecular de las BLEE circulantes.  
 Respecto a la resistencia a carbapenemes, el mecanismo de resistencia más 
prevalente fue la presencia de carbapenemasa de tipo KPC. Los aislamientos portadores 
del gen blaKPC, surgieron en forma esporádica causando brotes aislados en distintas 
salas de internación y luego se observó una diseminación monoclonal en K. pneumoniae 
asociada al clon mundialmente exitoso correspondiente al ST258. Esta diseminación 
luego se extendió a otras especies, como Enterobacter spp. En los últimos años los 
cambios en los perfiles de  sensibilidad a los antibióticos No β- lactamicos alertaron 
sobre la presencia de otros secuenciotipos distintos al ST258 en K. pneumoniae 
portadora de KPC, lo cual fue confirmado genéticamente. Estos aislamientos 
presentaron sensibilidad variable a aminoglucosidos, fluorquinolonas y TMS. 
 Paralelamente, emergió la resistencia a colistina en aislamientos de K. 
pneumoniae  portadores y no portadores de KPC, en los aislamientos portadores de 
KPC debido a la selección de las subpoblaciones resistentes en el clon epidémico y en 
los aislamientos no portadores, por dispersión de clones resistentes a colistina, los 
cuales son diferentes a los encontrados en la población sensible. El uso previo de esta 
droga es el principal factor relacionado con la adquisición y podría facilitar la selección 
de subpoblaciones resistentes. La heteroresistencia a colistina en K. pneumoniae con 
KPC alcanzó el 89%. La asociación colistina/ rifampicina demostró ser efectiva para 
evitar la selección de subpoblaciones resistentes a colistina en los aislamientos sensibles 
y disminuiría la población resistente en los aislamientos resistentes en los cuales la 
selección ya tuvo lugar. 
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  La asociación colistina mas rifampicina  demostró ser la combinación más activa 
“in vitro”, en aislamientos portadores de KPC sensibles y resistentes a colistina y ha 
sido utilizada exitosamente en algunos pacientes con infecciones por enterobacterias 
portadoras de KPC, mientras que las otras asociaciones evaluadas en esta tesis no 
presentaron buenos resultados “in vitro”. En conclusión, debido a las limitadas 
opciones terapéuticas disponibles frente a estos aislamientos con multi y extrema- 
resistencia y la gran capacidad que presenta especialmente K. pneumoniae para adquirir 
nuevos mecanismos de resistencia, se  hace imprescindible el estudio bacteriológico que 
permita optimizar el tratamiento antibiótico, como así también los estudios moleculares 
que ayuden a conocer la epidemiologia local y enfatizar en la aplicación de medidas de 
control de infección que eviten la diseminación de estos aislamientos. 
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ANEXO 1: TÉCNICAS MOLECULARES 
1- Extracción de ADN  
 Los ácidos nucleicos empleados como molde en las distintas reacciones fueron 
obtenidos por ruptura térmica de las células. A partir de cultivos puros de cada uno de 
los aislamientos se tomaron colonias aisladas y se suspendieron en 200 μl de agua 
miliQ. Luego se sometieron las  muestras a un baño de agua en ebullición durante 10 
min. Finalmente, las muestras se centrifugaron durante 2 minutos a máxima para 
descartar los restos celulares, conservándose el sobrenadante a -20º C para su posterior 
utilización. Se utilizó 2 μl como templado para las reacciones de amplificación. 
 
 2- Técnicas de detección de la presencia de genes codificantes de β- 
lactamasas. 
 
Técnica de Multiplex  BLEE  (SHV-CTX) 
Buffer      1.5 µl 
MgCl       3.0 µl 
Dntp         1.0 µl 
SHV-F      1.0 µl 
SHV-R      1.0 µl 
CTX-F      0.8 µl 
CTX-R     0.8 µl 
H2O        38.6 ml 
Taq          0.25 µl 
Tomar 48 µl de Master Mix y agregar 2 µ de ADN.  
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Condiciones de ciclado 
94º     5 min  
94º      0.45 min    
50º     0.40 min  x 30 
72º     1.00 min  
72º     10 min  
 
PCR con primers específicos para BLEEs: 
CTX-M-1  
F 5´ATGGTTAAAAAATCACTGC 3´ 
R 5´GGTGACGATTTTAGCCGC 3´ 
 
CTX-M-2  
F 5’TTAATGATGACTCAGAGCATTC3’ 
R 5’GATACCTCGCTCCATTTATTG 3’ 
 
CTX-M-8  
F 5’TGAATACTTCAGCCACACG 3’ 
R 5’TAGAATTAATAACCGTCGGT 3’ 
 
CTX-M-9   
F 5´ATGGTGACAAAGAGAGTGC 3´ 
R 5´TCACAGCCCTTCGGCGATG 3´  
 
TEM 
F: 5´ATA AAA TTC TTG AAG ACG AAA3´ 
R: 5´GAC AGT TAC CAA TGC TTA ATC A3´ 
 
PER-2 
PER-2F: 5´TGTGTTTTCACCGCTTCTGCTCTG3´ 
PER-2R: 5´CAGCTCAAACTGATAAGCCGCTTG3´ 
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Mezcla de reacción: 
Componente volumen (µl) 
DNA (conc. aprox. 0,05-0,1µg)  1-3 
Buffer Taq 10X  2,5 
Cl2Mg  (50 mM) 1,5 
Primer F  (10 M) 2,5 
Primer R (10 M) 2,5 
dNTPs (10 mM) 1 
Agua MilliQ estéril c.s.p 25 
Taq DNA polimerasa (5 U/µl)  0.2 
 
Condiciones de ciclado: 
Desnaturalización  95°C      5 min 
Desnaturalización  95°C     1 min   
Annealing 55°C     1 min 
Polimerización 72°C     1 min 
Período de extensión final   72°C   10 min.    
 
 
 
 
 
 
 
 
25 
ciclos 
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Multiplex PCR para AmpC plasmídico 
Primers:  
 Primer Secuencia (5′ to 3 ′) tamaño (bp)   
 MOXMF GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT 520   
 MOXMR CAC ATT GAC ATA GGT GTG GTG C 
 
  
 CITMF TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA 462   
 CITMR TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC 
 
  
 DHAMF AAC TTT CAC AGG TGT GCT GGG T 405   
 DHAMR CCG TAC GCA TAC TGG CTT TGC 
 
  
 ACCMF AAC AGC CTC AGC AGC CGG TTA 346   
 ACCMR TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC 
 
  
 EBCMF TCG GTA AAG CCG ATG TTG CGG 302   
 EBCMR CTT CCA CTG CGG CTG CCA GTT 
 
  
 FOXMF AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G 190   
 FOXMR CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG 
 
  
 
Mezcla de reacción: 
Componente volumen (µl) 
DNA (conc. aprox. 0,05-0,1µg)  2 
Buffer Taq 10X  2,5 
Cl2Mg  (50 mM) 2,5 
Primer F  (10 M) (de cada familia) 1 
Primer R (10 M) (de cada familia) 1 
dNTPs (10 mM) 1 
Agua MilliQ estéril c.s.p 25 
Taq DNA polimerasa (5 U/µl)  0.2 
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Condiciones de ciclado: 
Desnaturalización  94°C      3 min 
Desnaturalización 94°C     30 s   
Annealing 64°C     30s 
Polimerización 72°C     1 min 
Período de extensión final   72°C      7 min.    
 
Multiplex PCR para carbapenemasas. 
Primers: 
IMP-F: GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC  
IMP-R: CCAAACYACTASGTTATCT  
VIM-F: GATGGTGTTTGGTCGCATA  
VIM-R: CGAATGCGCAGCACCAG  
SPM-F: AAAATCTGGGTACGCAAACG  
SPM-R: ACATTATCCGCTGGAACAGG  
GIM-F: TCGACACACCTTGGTCTGAA  
GIM-R: AACTTCCAACTTTGCCATGC  
SIM-F: TACAAGGGATTCGGCATCG  
SIM-R: TAATGGCCTGTTCCCATGTG 
OXA-F: GCGTGGTTAAGGATGAACAC 
OXA-R: CATCAAGTTCAACCCAACCG 
KPC-F: CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 
KPC-R: CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 
 
 
 
 
 
25 
ciclos 
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Mezcla de reacción: 
Componente volumen (µl) 
DNA (conc. aprox. 0,05-0,1µg)  2 
Buffer Taq 10X  2,5 
Cl2Mg  (25 mM) 2,5 
Primer F  (10 M) (de cada familia) 1 
Primer R (10 M) (de cada familia) 1 
dNTPs (10 mM) 1 
Agua MilliQ estéril c.s.p 25 
Taq DNA polimerasa (5 U/µl)  0.2 
 
Condiciones de ciclado: 
Desnaturalización  94°C      5 min 
Desnaturalización 94°C     30 s   
Annealing 52°C     40s 
Polimerización 72°C     50 s 
Período de extensión final   72°C      5 min.    
 
Detección de la presencia de integrones de clase 1 
Primers:  
IntI B: 5´GCGTTCGGTCAAGGTTCTGG3´ 
IntI F: 5´ACCGCCAACTTTCAGCACAT3´  
 
5´CS: 5´GGCATCCAAGCAGGAAG 3´  
3´CS: 5´AAGCAGACTTGACCTGAT3 
 
 
36 ciclos 
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Mezcla de reacción: 
Componente volumen (µl) 
ADN (conc. aprox. 0,05-0,1µg) 2.5 
Buffer Taq 10X  2.5 
Cl2Mg  (50 mM)           1.25 
Primer F  (10 M)        2.5 
Primer R (10 M)         2.5 
dNTPs (10 mM) 1.0 
Agua MilliQ estéril c.s.p 25 
Taq ADN polimerasa (5 U/µl)   0.2 
 
Condiciones de ciclado 
 
Desnaturalización  95 º C     5 min 
Desnaturalización  95 º C     1 min 
Annealing              55 º C     1 min          30 ciclos 
Polimerización       72 º C     2 min 
Período de extensión final   72 º C  20  min 
 
 Los productos de todas las reacciones de PCR se revelaron por electroforesis en 
gel de agarosa al 1,5 % en buffer TBE  1X,  con bromuro de etidio, con un tiempo de 
corrida de 40 minutos, y las bandas se visualizaron con un transiluminador UV.   
 
3- Estudios de tipificación molecular  
Técnicas basadas en PCR 
1-  OD-PCR (PCR con oligonucleótidos degenerados) 
El cebador degenerado empleado fue el 19 (5´GGTCGACYTTNGYNGGRTC3´), 
donde N= A, T, C o G; Y= C o T y R= A o G. 
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Mezcla de reacción:                                           
Buffer 5x                  10 ul 
dNTPs  1  mM           10 ul 
Primer  10 mM         12,5 ul 
Taq                            0,5 ul 
Agua                          7 ul 
DNA                          10 ul 
 
Condiciones de ciclado 
5 min         95 °C 
1 min       93 °C 
1.5 min    36 °C     
2 min       72 °C 
10 min    at 72 °C        
 
 Los productos de amplificación por PCR se resolvieron en gel de agarosa al 
1,5% en buffer TBE  1X con bromuro de etidio, la electroforesis se realizó a 4,6 V/cm 
con un tiempo de corrida de 3 horas, y las bandas resultantes se visualizaron con un 
transiluminador UV. 
2- REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic) y ERIC-PCR (Enterobacterial 
Repetitive Intergenic Consensus) 
Primers: 
REP-1: 5´ -IIIGCGCCGICATCAGGC-3´ 
REP-2:5´-ACGTCTTATCAGGCCTAC-3´ 
 
ERIC-1:5´-CACTTAGGGGTCCTCAATGTA-3´ 
ERIC-2: 5´- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3´ 
 
40 
ciclos 
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Mezcla de reacción: 
Componente volumen (µl) 
ADN (conc. aprox. 0,05-0,1µg) 5.0 
Buffer Taq (10X)      2.5 
Cl2Mg  (50 mM)       2.5 
Primer 1  (10 M)     3.0 
Primer 2 (10 M)      3.0 
dNTPs (10 mM) 3.0 
Agua MilliQ estéril c.s.p 25 
Taq ADN polimerasa (5 U/µl) )  0.5 
 
Condiciones de ciclado 
 
Desnaturalización  94 º C     2 min 
Desnaturalización  94 º C     30 seg 
Annealing              50 º C     1 min          30 ciclos 
Polimerización       72 º C     4 min 
Período de extensión final   72 º C  7 min 
  
 Los productos de amplificación por PCR se resolvieron en gel de agarosa al 
1,5% en buffer TBE  1X con bromuro de etidio, la electroforesis se realizó a 4,6 V/cm 
con un tiempo de corrida de 3 horas, y las bandas resultantes se visualizaron con un 
transiluminador UV. 
 
3- Protocolo de PFGE para el análisis de Klebsiella pneumoniae, según Miranda. 
Preparación de plugs: 
1- Repicar una colonia a partir de un cultivo en placa de 18 a 24 hs,  en 5 ml. de 
BHI e incubar sin agitación a 37ºC ON. 
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2- Colocar  1000 μl de cultivo en un tubo eppendorf de 1.5 ml y centrifugar a 
12.000 RPM por 2 minutos. 
3- Eliminar el sobrenadante con pipeta automática y Resuspender el pellet 
bacteriano con 1000 μl de PIV. Centrifugar nuevamente, descartar el 
sobrenadante y eliminar todo el líquido posible del pellet. 
4- Resuspender el pellet bacteriano con 200 μl de PIV (considerar que este 
volumen inicial es de 210 μl).  
OPCIONAL: De una placa fresca, levantar colonias y re suspender en 200 μl de buffer 
PIV. 
5- OPCIONAL a los pasos 1-2-3 y 4 : A partir de un aislamiento tomar una 
ansada y Resuspender en 200 ul de PIV 
6- Colocar 5 μl de la suspensión bacteriana en una cubeta descartable conteniendo 
1 ml de PIV (dilución 1:200). Cubrir la cubeta con parafilm y homogenizar bien. 
7- Medir la DO620 nm, debería estar entre 0.05 y 0.15, usa PIV como blanco. Tener 
la precaución de encender el espectrofotómetro 20 min. antes de realizar la 
medición. 
8- Calcular el volumen de PIV necesario a agregar a la suspensión bacteriana, para 
alcanzar una DO620 de 5 unidades, según la siguiente fórmula: 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vol. PIV a agregar (μl)= (DOmedida X 40 X 210)-210 
 
TECNICAS MOLECULARES 
 
205 
 
DO medida Volumen PIV a agregar  (μl) Volumen Final (μl) 
<0.05 concentrar - 
0.05 210 420 
0.07 378 588 
0.09 546 756 
0.11 714 924 
0.13 882 1092 
0.15 1050 1260 
>0.15 Hacer dilución en otro tubo - 
 
9- Limpiar los vidrios para preparación de los plugs (cubiertos con parafilm) con 
alcohol 70%. Transferir 150 μl de la suspensión bacteriana (DO620= 5 unidades) 
a un eppendorf de 1.5 ml, e incubar por 10 minutos a 50ºC. Agregar a la 
suspensión bacteriana, 150 μl de agarosa low melting 1.6%, precalentada a 50ºC 
y mezclar rápidamente con vortex.  
10- Pipetear la mezcla en los moldes de los plugs y dejar solidificar a Tº ambiente. 
11- Refrigerar a 4ºC los plugs en los moldes durante 45 minutos.  
 
Lisis celular de los plugs de agarosa: 
12- Remover cuidadosamente los plugs con un ansa descartable y colocarlos en 
tubos de 15 ml conteniendo 1 ml de Buffer de Lisis. Incubar ON a 37ºC.  
13- Reemplazar el buffer de Lisis por Buffer ESP (500 μl para tres plugs). Incubar 
los plugs 24 hs. a 50ºC. 
Lavados de plugs de agarosa: 
14- Lavar los plugs una vez con TE 1X. El objetivo es eliminar la proteinasa K. 
Repetir al menos 5 veces con 10-15 ml. Lavar con agitación horizontal por 30 
minutos. 
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Equilibrio y digestión de plugs con XbaI: 
15-  Equilibrar los plugs con 250 μl del Buffer 1X apropiado a la EZ de restricción a 
utilizar. En este caso XbaI. Incubar a Tº ambiente de 30’. 
16- Añadir 10 U de XbaI e incubar durante 20 horas a 30 ºC. 
17- Colocar los plugs dentro del gel de corrida (agarosa para PFGE al 0,8 % o 1X  
en Buffer TBE 0.5 X). Con agarosa común también funciona. Con 2 lts de TBE 
alcanza para el buffer y el gel (dejar 100 ml para armar el gel). 
18- Corrida del gel: pulsos de 5 a 60 segundos durante 20 horas a 6 Volts/cm. 
Interpretación: 
 Un aislamiento se considera altamente relacionado a una cepa  si se 
diferencia de esta con 2 o 3 bandas 
 Un aislamiento se considera posiblemente relacionado si se diferencia por 4 
a 6 bandas. 
 Un aislamiento se considera distinto si se diferencia por 7 o más bandas. 
 
Preparación de Buffers: 
Buffer PIV pH 7.6 
 1M TRIS pH 7.6_______________________100 ml de una Sn. 5 M de TRIS 
pH8 
 1 M ClNa__________________________29,2 gr. ClNa 
 Agua destilada hasta 500 ml. 
 AUTOCLAVAR 
 
Buffer de Lisis pH 7.6 
 1M TRIS pH 7.6______________________100 ml de una Sn. 5 M de TRIS 
pH8 
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 1.0 ClNa__________________________ 29,2 gr. ClNa 
 100mM EDTA pH 7.6__________________ 100 ml de una Sn. 0,5 M EDTA 
pH 8 
 0,2 % Deoxicolato-Na_______________ _ 1 gr. Deoxicolato-Na 
 0,5 % Laurilsarcosina-Na_____________  2,5 gr. Laurilsarcosina-Na 
 0,5 % Brij-58 ______________________ 2,5 gr. Brij-58 
 Agua destilada hasta 500 ml. 
 AUTOCLAVAR 
 1 mg/ml de Lisosima pH 7.6 y 50 µg/ml Ribonucleasa A al momento de uso. 
 
Buffer ES-P 
Buffer ES: 
 0,4M EDTA______________________ pesar 74,45 gr de EDTA 
 1% laurilsarcosina-Na_____________ _  pesar 5 gr. de laurilsarcosine 
Pesar el EDTA y disolver en 400 ml. de agua destilada. Ajustar a pH 9 agregando 
grageas de NaOH. Agregar 5 gr. de laurilsarcosina-Na. Ajustar a volumen a 500 ml con 
agua destilada. AUTOCLAVAR. 
 
 
Buffer ES-P: (Buffer ES + Proteinasa K*) 
 
 
 
 
 
 
Preparar al momento de uso. Pesar Proteinasa K y disolver en Buffer ES.  
 
 
 
 
 
Sc. Stock 1 plug 10 plugs 15 plugs 20 plugs Cn. Final 
Buffer ES 1 ml 10 ml 15 ml 20 ml 1 X buffer ES 
Proteinasa K 0,5 mg 5  mg 7,5  mg 10 mg 0,5 mg/ml P. K 
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Buffer TE 1X pH 7.5     (1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride*) 
 5 mM TRIS______________________  500 µl de Sn. TRIS 5M 
 5 mM EDTA_____________________  5 ml de Sn 0.5 M EDTA 
 pH 7,5, ajustar a 500 ml con agua destilada. 
 AUTOCLAVAR 
 
Buffer TBE 10X 
 TRIS base 0.89 M__________________________108 gr. (pH 8) 
 Borato 0.089 M___________________________ 55 gr. 
 2.5 mM EDTA disódico_____________________ 5 ml Sn. 0.5 M EDTA 
 Ajustar a 1000 ml. con agua destiada 
 AUTOCLAVAR 
 
Stock TRIS 5 M pH 7.6 
Pesar 181, 2 gr de TRIS y agregar 200 ml de agua destilada. Ajustar a pH 7.6 por el 
agregado de HCl concentrado. Ajustar a 300 ml. Si no se lleva a pH con HCl no se 
disuelve el TRIS que se encuentra muy concentrado. 
 
Stock EDTA 0.5 M pH 8 
Pesar  186,1 gr de EDTA (sal disodica, PM: 372, 24), agregar 800 ml agua destilada. 
Mezclar y ajustar a pH 8 con aproximadamente 20 gr. de grageas de NaOH. Ajustar el 
volumen a 1 lt. con agua destilada.  AUTOCLAVAR. 
 
4- MLST (multilocus sequence typing) para Klebsiella pneumoniae (Diancourt et 
al., 2005) 
Genes housekeeping: 
rpoB (beta-subunit of RNA polymerase) 
gapA (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) 
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mdh (malate dehydrogenase) 
pgi (phosphoglucose isomerase) 
phoE (phosphorine E) 
infB (translation initiation factor 2) 
tonB (periplasmic energy transducer) 
 
Primers: 
rpoB 
F: Vic3: GGCGAAATGGCWGAGAACCA 
R: Vic2: GAGTCTTCGAAGTTGTAACC 
 
gapA 
F:gapA173: TGAAATATGACTCCACTCACGG 
R:gapA181: CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT 
 
mdh 
F:mdh130: CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 
R:mdh867: CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG 
pgi 
F:pgi1F: GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC 
R:pgi1R: CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT 
 
phoE 
F:phoE604.1: ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 
R:phoE604.2: TGATCAGAACTGGTAGGTGAT 
 
infB 
F:infB1F: CTCGCTGCTGGACTATATTCG 
R:infB1R: CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC 
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tonB 
F:tonB1F: CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 
R:tonB2R: ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG 
 
 La amplificacion por PCR se lleva a cabo con un temperature de annealing de 
50°C para todos los genes except para gapA (60°C) y tonB (45°C). 
 
Condiciones de ciclado: 
 
 
Secuenciación:  
Se usan los mismos primers de la PCR excepto para el gen infB, para el cual se usa 
infB2F  en lugar del primer forward, y para pgi, para el cual se usan  pgi2F y pgi2R. 
infB2F: ACTAAGGTTGCCTCCGGCGAAGC 
pgi2F: CTGCTGGCGCTGATCGGCAT 
pgi2R: TTATAGCGGTTAATCAGGCCGT 
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